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Riassunto 
La GGT è una glicoproteina di membrana di tipo II, costituita da 
una subunità pesante e una leggera unite da legami non 
covalenti. 
L’enzima è inserito nella membrana cellulare attraverso un 
dominio transmembrana posto all’estremità N-terminale della 
catena pesante; il resto della proteina è completamente esposto 
nell’ambiente extracellulare dove catalizza l’idrolisi del legame 
glutammico presente nel glutatione, nei suoi coniugati e nel 
leucotriene C4.  
Nei mammiferi la GGT è localizzata nei tessuti epiteliali con 
attività secretoria e di riassorbimento. Nel fegato adulto in 
particolare è localizzata sul polo biliare degli epatociti e sulla 
membrana dei colangiociti ed è secreta nella bile. 
Per permettere la separazione delle quattro frazioni di GGT 
plasmatica è stata messa a punto una procedura nella quale una 
cromatografia per esclusione molecolare è associata all’iniezione 
post-colonna di un substrato fluorescente specifico per l’enzima 
GGT. La cromatografia e le condizioni della reazione post-colonna 
permettono di individuare e quantificare nel plasma, in modo 
selettivo e sensibile, quattro frazioni di GGT, delle quali tre sono 
complessi ad alto peso molecolare dotati, nominati big-GGT (b-
GGT; PM=2000 kDa), medium-GGT (m-GGT, PM=1000 kDa), 
small-GGT (s-GGT, PM=250 kDa) e una quarta frazione, free-
GGT (f-GGT, PM=70 kDa) con un peso molecolare compatibile 
con l’enzima libero. 
La frazione f-GGT è la più abbondante nei soggetti sani adulti 
mente nei pazienti con malattie epatiche si osserva un incremento 
Riassunto 
 2 
delle concentrazione delle tre frazioni a più alto peso molecolare 
(b-, m-, s-GGT).  Un primo studio sulla specificità diagnostica 
della GGT ha dimostrato che i pazienti con steatosi epatica non 
alcolica e HCV hanno una diversa risposta delle frazioni di GGT, 
nonostante un valore simile di GGT totale. Tra tutte le frazioni, b-
GGT ha una maggiore specificità nei pazienti con steatosi epatica 
non alcolica, nei soggetti con HCV, b-GGT non mostra variazioni 
significative, mentre s-GGT è aumentata, suggerendo che il 
rapporto tra queste due frazioni è un aspetto fondamentale della 
malattia associata a frazioni di GGT. 
Recentemente è stato dimostrato che, nei pazienti infettati da 
HCV, i valori di GGT totale sono indice negativo di risposta alla 
terapia con interferone. In questi studi si è potuto notare che bassi 
livelli di GGT associati ad alti livelli di alanina aminotrasferasi 
(ALT) sono un importante fattore basale per i soggetti dove si ha 
una negativizzazione totale della viremia; si è visto che la steatosi, 
l’obesità e la resistenza all’insulina sono associati con la 
progressione della fibrosi che può interferire indirettamente con 
l’effetto dell’interferone sugli epatociti. Per verificare quale 
frazione si associa al valore prognostico negativo rispetto la 
terapia, nella seconda parte del mio lavoro ho analizzato un 
gruppo di pazienti (n=46), messi a disposizione dalla dottoressa 
Brunetto (primario del reparto di epatologia dell’Azienda 
Ospedaliera Universitaria Pisana), affetti da HCV e trattati con 
peg-interferone e ribavirina. Per ogni paziente è stato ottenuto un 
prelievo prima dell’inizio del trattamento (T0), dopo un mese 
dall’inizio della cura (W4) e ventiquattro settimane dopo (W24) la 
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fine della cura in modo tale che non fossero più presenti tracce di 
farmaci in grado di poter alterare i risultati.  
Mediante l’analisi statistica Anova-1 via associata al test di 
Bonferroni per il confronto multiplo, ho effettuato un confronto 
delle diverse frazioni della GGT prima durante e dopo il 
trattamento in pazienti che non rispondono alla terapia (NR), in 
pazienti dove il virus si riduce ma non si negativizza (PR), in 
pazienti dove il virus scompare ma ritorna dosabile dopo la fine 
della terapia (Rel) e infine in pazienti dove il virus si negativizza 
(SR).  
Nei pazienti NR e PR non si riscontrano variazioni significative né 
della GGT totale né delle frazioni di GGT a nessun tempo. Nei 
pazienti Rel non si osserva nessun cambiamento nell’arco del 
primo mesi di terapia, mentre le frazioni bGGT, mGGT ed sGGT 
risultavano significativamente ridotte al termine della terapia.  
Anche nei pazienti SR, che rispondono completamente alla 
terapia, non si osservano cambiamenti significativi dopo un mese 
dall’inizio della terapia, mentre sia la GGT totale che le frazioni 
risultano significativamente ridotte al termine della terapia. In 
questo gruppo di pazienti, al termine della terapia, si osserva 
anche un aumento del rapporto b/s ritornando a valori comparabili 
con i soggetti normali. 
Da questi studi possiamo vedere che la GGT-totale è un 
predittore negativo dalla risposta all’interferone, infatti si può 
notare che la GGT-totale è uguale nei gruppi NR e PR e maggiore 
rispetto i gruppi REL e SR. 
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Se si confrontano i valori di GGT totale e delle frazioni tra i quattro 
gruppi prima dell’inizio della terapia (T0) si vede che i gruppi 
mostrano valori di mediana della GGT totale e delle frazioni al di 
sopra dei valori di riferimento. In particolare NR e PR hanno i 
valori più alti tra tutti, il rapporto b/s è più basso in tutti i soggetti 
come riscontrato in una coorte di soggetti infettati da HCV tranne 
che nei REL. Al W4 non si osservano cambiamenti nei livelli di 
GGT totale e delle frazioni in nessun gruppo e infine ventiquattro 
settimane dopo la fine della terapia solo nei gruppi dove si ha 
negativizzazione della viremia temporanea (REL) o persistente 
(SR) si osserva un calo della GGT totale e delle frazioni. Nel 
gruppo SR, il rapporto b/s aumenta in seguito ad un calo della 
sGGT al termine della terapia, quindi cambia il tipo di s-GGT 
secreta. 
Per descrivere la variabilità del volume di eluizione di s-GGT, 
invece di utilizzare il volume di eluizione della frazione stessa, ho 
utilizzato la differenza tra i volumi di eluizione delle frazioni f-GGT 
e s-GGT [Vel.(f-s)] per minimizzare la variabilità tra le colonne. Ho 
scelto di utilizzare come riferimento la frazione f-GGT invece di b-
GGT perché f-GGT è sempre rappresentata anche nei soggetti 
sani con bassa attività totale di GGT. Nei quattro gruppi di 
soggetti trattati con interferone e ribavirina, NR, PR, REL e SR, 
l’unica differenza significativa si riscontra nel gruppo SR con una 
diminuzione delle dimensioni di s-GGT tra l’inizio e la fine del 
trattamento, infatti il picco eluisce più tardi, diminuendo così la 
distanza tra s-GGT e f-GGT. 
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Per verificare l’associazione con il danno epatico, ho confrontato 
l’andamento delle frazioni di GGT e del volume di eluzione di s-
GGT con quello dell’alanina-aminotransferasi (ALT), che è il 
principale indice di danno epatocitario. Quest’ultimo dato non era 
disponibile per tutti i pazienti ai tre tempi considerati, ma solo per: 
10 pazienti su 15 del gruppo NR, 3 su 6 per il gruppo PR,11 su 8 
per il gruppo REL, 9 su 7 per il gruppo SR. In questa parte dello 
studio ho considerato solo i soggetti per i quali erano disponibili 
tutti i dati e per ragione di numerosità del campione ho 
raggruppato i pazienti NR e PR. 
In tutti i 3 gruppi (NR/PR, REL, SR) si osserva una tendenza alla 
diminuzione dei livelli di ALT dopo un mese dall’inizio della 
terapia, anche se nessuno confronto è statisticamente 
significativo.  Alla fine del trattamento nei soggetti non rispondenti 
(NR/PR) e nei REL i valori di ALT tendono a ritornare al valore 
iniziale, mentre nei soggetti SR c’è un ulteriore e significativo calo 
corrispondente alla permanente sospensione della replicazione 
virale. Successivamente è stata fatta l’analisi di correlazione di 
Spearman tra i valori di ALT e quelli di GGT totale, delle frazioni, 
del rapporto b/s e del volume di eluizione di s-GGT , per verificare 
se questi paramentri sono o meno associati al danno 
epatocellulare. Dai risultati ottenuti si osserva una correlazione 
positiva con l’ALT, tranne il rapporto b/s che correla 
negativamente, quindi all’aumentare di ALT il valore del rapporto 
diminuisce. 
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Nello  studio successivo abbiamo analizzano dei campioni di 
pazienti affetti da HCV (n 16), Steatoepatiti (n 10) e Alterazioni dei 
dotti e microcircolo (n 10). 
Il rapporto nel gruppo HCV è il più basso in quanto aumenta 
prevalentemente s-GGT (associata al danno cellulare), mentre il 
rapporto aumenta nel gruppo steatoepatite per il prevalente 
aumento di b-GGT rispetto a s-GGT. Il gruppo con alterazioni dei 
dotti e microcircolo ha un rapporto intermedio vicino alla mediana 
dei soggetti di controllo. In quest'ultimo gruppo si osserva che la 
frazione f-GGT subisce una variazione inferiore rispetto agli altri 
due gruppi, infatti il valore mediano rimane all'interno dei valori 
normali dei nostri controlli. 
Il confronto dei volumi di eluizione dei picchi corrispondenti alle 
frazioni di GGT indica che le dimensioni, e quindi la composizione 
molecolare, di s-GGT cambia, presentando una massa 
molecolare più grande nel gruppo HCV o con alterazioni 
dotti/microcircolo che si avvicina alla massa molecolare di mGGT, 
perciò otteniamo più frequentemente profili di eluizione nei quali i 
picchi di mGGT e sGGT si fondono. I soggetti con steatoepatite, 
invece, presentano una forma di s-GGT con massa molecolare 
minore. 
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CAPITOLO 1: INTRODUZIONE 
1.1. γ-glutamiltransferasi 
L’enzima gamma-glutammiltransferasi (GGT),  costituisce un 
sensibile indicatore di epatopatia, ma il suo impiego in clinica è 
limitato, essendo un test di funzionalità epatica non specifico. La 
determinazione dei valori di GGT avviene attraverso l’impiego di 
metodi di rilevazione semplici, economici e precisi, ma 
l’applicazione di questi test si basa comunque su evidenze 
empiriche e sulla valutazione delle sue caratteristiche in clinica, 
piuttosto che su un’approfondita scoperta delle basi 
fisiopatologiche che stanno a monte degli elevati valori di GGT 
nelle epatopatie o in altre condizioni. 
Le prime misure in clinica sono state svolte 35 anni fa e, nel corso 
di questi anni, sono state avanzate molte proposte riguardo il 
ruolo fisiologico svolto dall’enzima, cercandone di determinare i 
suoi livelli intracellulari e, altri studi sono stati condotti su possibili 
fattori che ne possano influenzare la sua attività nel siero. In 
aggiunta, studi prospettici di tipo epidemiologico hanno 
evidenziato che variazioni dei livelli di GGT nella popolazione 
mostrano una correlazione positiva con la variazione dell’ 
incidenza di mortalità e mobilità . Rosalki nel 1975 e Goldberg nel 
1980 pubblicarono le prime rassegne sulla GGT derivanti da 
sperimentazioni cliniche. Successivamente altre ricerche sono 
state condotte sulla GGT: per citarne alcune, Nemesanszky e Lott 
(1985) misero in evidenza la presenza di forme isoenzimatiche 
dell’enzima, Lieberman et al. nel (1985) ne studiarono 
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l’espressione genica, Hanigan MH nel 1998 studiò il ruolo della 
GGT nei tumori.  
Lo scopo comune di queste ricerche è quello di mettere in 
relazione e confermare dati raccolti da studi epidemiologici o da 
semplici supposizioni teoriche effettuate sulla GGT con risultati 
attendibili di tipo sperimentale e clinico, derivanti da ricerche 
condotte, che ne abbiano identificato e confermato l’azione 
fisiologica svolta ed il ruolo ricoperto nelle diverse patologie. 
 
1.1.1 Struttura e localizzazione 
La GGT è un enzima largamente diffuso e conservato nel mondo 
vivente: nei batteri , nelle piante  e in tutto il Regno Animale. In 
particolare, nei mammiferi la GGT è una glicoproteina dimerica di 
membrana di tipo II con legami intramolecolari di tipo elettrostatico 
(Tate et al.1981), deriva da un unico pro-peptide (Curthoys et al. 
1979) scisso nelle sue due sub-unità, una pesante (380 
amminoacidi, 55-62 KDa) ed una catena leggera (189 
amminoacidi, 20-30 KDa) unite da legami non covalenti, prima di 
raggiungere la superficie plasmatica. Mediante il dominio 
idrofobico trans membrana, in posizione N-terminale della catena 
pesante, si ha l’inserzione dell’enzima nella membrana cellulare. Il 
dominio intracellulare è costituito da quattro amminoacidi, mentre, 
la restante porzione della proteina si trova nell’ambiente 
extracellulare (Finidori et al. 1984; Castonguay et al. 2007) e 
corrisponde alla catena leggera nella quale è localizzato anche il 
sito catalitico, per cui questo si trova ad interagire con i substrati 
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presenti solo all’esterno della cellula (Tate et al.1981; Ikeda et al. 
1995). Sebbene sia stato dimostrato che la catena leggera possa 
avere anche attività protesica e capacità di digerire la catena 
pesante (Gardell et al. 1979), tale attività in vivo sembra essere 
mascherata dalla catena pesante stessa. La sua funzione 
principale è quella di catalizzare il primo passaggio del processo 
di degradazione del glutatione (GSH) extracellulare attraverso la 
scissione del legame γ-glutamilico. 
 
 
Figura 1.1 Rappresentazione della GGT. Tutta l’attività catalitica dell’enzima 
è presente all’esterno della cellula. 
 
Nei mammiferi, è stato dimostrato che la GGT si trova sulla 
membrana di tutte le cellule, preferenzialmente espressa da 
tessuti epiteliali implicati in attività secretorie e di assorbimento . 
Nel rene, in particolar modo sulla superficie luminale delle cellule 
del tubulo contorto prossimale, è stata riscontrata la più alta 
attività di GGT mentre l’epitelio cubico del tubulo distale e la rete 
mirabilis arteriosa glomerulare ne sono praticamente privi. Nel 
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fegato l’attività è presente sui biliociti dei colangioli porto biliari e 
dei dotti biliari intra ed extraepatici, mentre nel pancreas è 
presente nelle cellule acinose del lobulo. Forte immunoreattività è 
stata inoltre osservata sulla superficie di cellule a funzione 
biologica diversa, quali l’endotelio del corpo ciliare, quello del 
midollo spinale, quello dei plessi corioidei e del microcircolo della 
barriera ematoencefalica, la cui presenza risulta essere 
importante nei processi di detossificazione di xenobiotici e nel 
metabolismo dei leucotrieni vasoattivi (Zhangmet et al. 1997; 
Garcion et al. 1999). 
Altre sedi dove è possibile rilevare la GGT sono gli epiteli di 
ghiandole esocrine come le sudoripare e le sottomandibolari, ma 
anche i dotti escretori galattofori, l’epitelio ciliato bronchiale, le 
vescicole seminali e la ghiandola tubulo acinosa prostatica 
(Hanigan et al. 1985; Hanigan et al.1996). 
Attività di GGT può essere individuata anche sulla membrana e 
nei granuli intracitoplasmatici di piastrine e leucociti ed in 
particolare di granulociti polimorfonucleati e di linfociti, il cui 
eventuale aumento citoplasmatico di attività è considerato un 
marcatore di differenziazione e trasformazione neoplastica (Khalaf 
et al. 1987; Grisk et al. 1993; Sener et al. 2005). 
Attività di GGT è inoltre presente nel siero, probabilmente è 
rilasciata dalle membrane cellulari dei parenchimi dei vari organi, 
le cui variazioni rispecchiano le modificazioni quantitative della 
produzione, del rilascio e della rimozione dell’enzima circolante 
(Huseby et al. 1993). 
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La GGT è una glicoproteina altamente glicosilata e, sulla base 
della sequenza primaria, sono state scoperte sei plausibili 
sequenze consenso di N-glicosilazione. La N-glicosilazione 
costituisce il 25-30% della massa totale della GGT ed è tessuto 
specifica, infatti, la GGT purificata da organi diversi presenta un 
diverso peso molecolare e, quindi, una differente mobilità 
elettroforetica. Le GGT purificate da diversi organi hanno inoltre 
punti isoelettrici diversi sulla base del contenuto di acido sialico. 
Proprio sulla base di questa eterogeneità di glicosilazione si può 
pensare ad isoforme enzimatiche per la GGT, mentre ad oggi non 
sono stati individuati isoenzimi per la sequenza amminoacidica.  
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1.1.2. Meccanismo d’azione della GGT e misura della sua 
attività 
La GGT catalizza l’idrolisi del legame γ-glutamilico tra il gruppo 
carbossile in posizione γ dell’acido glutammico e un’ammina e il 
conseguente trasferimento dell’acido glutammico su un accettore 
(Figura 1.2). La reazione catalizzata dalla GGT presenta la 
seguente formula:  
 
  Gamma-glutammil-X  +  accettore → Gamma-glutammil-
accettore  + X 
 
 
  
 Figura 1.2 Reazione catalizzata dalla GGT( Hanigan,1998) 
 
e un ampia varietà di composti può partecipare come γ-glutamil 
donatore o accettore. La reazione catalizzata dalla GGT segue un 
meccanismo definito a ping-pong (Keillor et al. 2005): nello stadio 
di acilazione il gruppo γ-glutammilico della molecola substrato è 
trasferito sul gruppo OH della Thr N-terminale della catena 
leggera ed è liberata l’ammina. L’intermedio acil-enzima lega una 
molecola accettore e, nel successivo stadio di deacilazione, 
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l’acido glutammico è trasferito sul gruppo amminico dell’accettore 
con la formazione di un nuovo legame γ-glutammilico (reazione di 
transpepetidazione). In mancanza di un accettore l’acil-enzima 
può reagire anche con una molecola di acqua con la liberazione di 
acido glutammico mediante una reazione di idrolisi. In questo tipo 
di reazione la GGT è aspecifica per il substrato, ma è molto 
specifica per il tipo di legame e questo perché solo la posizione γ-
glutammilica è critica per il legame con l’enzima GGT; tutti i γ-
glutammilcomposti sono possibili substrati per la GGT. 
Tra i gamma-glutammil donatori, il principale substrato fisiologico 
dell’enzima, è il glutatione (gamma-glutamilcisteinilglicina). Gli 
accettori sono amminoacidi o peptidi: cistina, L-cisteina, L-
glutammato, L-alanilglicina, L-serilglicina e glicilglicina. La GlyGly 
è l’accettore migliore: in vivo però il più indicato è la Cisteina, 
mentre in laboratorio si usa la GlyGly perché più stabile come 
reagente e inerte rispetto i comuni modelli cellulari ed enzimatici 
usati. 
I substrati artificiali più usati per la determinazione dell’attività di 
GGT sono: gamma-glutamil-β-naftilamide, gamma-glutamil-p-
nitroanilide e gamma-glutamil-3-carbossi-4-nitroanilide. Le 
nitroanilidi hanno il vantaggio di essere substrati cromogeni e ciò 
permette di monitorare continuamente il progredire della reazione 
con l’ausilio di uno spettrofotometro. Nell’ambito dei laboratori di 
analisi chimico-cliniche è preferito il substrato gamma-glutamil-3-
carbossi-4-nitroanilide perché più solubile del corrispondente non 
carbossilato. L’attività di GGT è abitualmente misurata valutando 
la cinetica d’azione mediante l’uso di metodi spettrofotometrici, 
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precisi nell’analisi e poco costosi, scoperti grazie al lavoro svolto 
da Szasz. Ne è un esempio il metodo IFCC, raccomandato per 
l’analisi dell’attività sierica dell’enzima. 
Diverse sostanze sono in grado di inibire l’attività catalitica della 
GGT (Meister, 1983), tra queste troviamo l’acivicina [acido L-
(αS,5S)-α-ammino-3-cloro-4,5-diidro-5-isossazolo-acetico], un 
potente inibitore irreversibile della GGT che si lega stabilmente 
alla serina in posizione 406 sulla catena leggera dell’enzima 
(Smith et al.1995) e il complesso serina-borato che agisce con un 
meccanismo di inibizione competitiva in quanto la serina mima la 
struttura α-carbossilica del gruppo γ-glutammilico del substrato 
(Tate et al. 1978). 
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1.1.3 Funzioni fisiologiche 
Come precedentemente menzionato, il glutatione è il più 
abbondante substrato fisiologico della GGT. I primi studi svolti 
sulla GGT misero in luce che la sua attività è elevata in quei 
tessuti con funzione di trasporto, come il rene ed il sistema delle 
vie biliari; ciò ha portato a sostenere che la GGT gioca un ruolo 
importante nel trasporto degli amminoacidi attraverso una 
sequenza di reazioni che nel complesso formano il “ciclo gamma-
glutammilico”. Il trasporto degli amminoacidi non è però la più 
importante funzione svolta dalla GGT, poiché gli uomini o animali 
con deficienza di GGT non mostrano generali alterazioni nel 
trasporto di amminoacidi, ma di sicuro è chiaro che GGT è 
importante per ripristinare la disponibilità dell’amminoacido 
cisteina. Comunque, GGT gioca un ruolo fondamentale in una 
serie ciclica di reazioni nelle quali il glutatione nei fluidi cellulari è 
scisso, a livello delle membrane cellulari, nei suoi amminoacidi 
costituenti i quali sono rapidamente ricaptati dalle cellule, che 
possiedono GGT , e riutilizzati per la sintesi di nuovo glutatione. 
Il gluatione è composto da acido glutammico, cisteina e glicina (γ-
glutamilcisteinilglicina), presenta la particolare caratteristica di 
avere i residui di acido glutammico e di cisteina uniti non da un 
normale legame peptidico, ma da un legame γ-glutammilico: è 
infatti il gruppo carbossilico (-COOH) sul carbonio γ dell’acido 
glutammico ad essere legato al gruppo amminico (-NH2) sul 
carbonio α della cisteina (Fig.1.3). 
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Figura.1.3 Rappresentazione della struttura del glutatione (γ-
glutammilcisteinilglicina). La freccia indica il legame γ-glutammilico 
(Lu,1999). 
 
Il GSH rappresenta circa l’80% dei tioli non proteici a basso peso 
molecolare presenti nella cellula ad è distribuito in tre 
compartimenti: il 90% circa è dislocato a livello citosolico, il 10% 
nei mitocondri e una residua percentuale nel reticolo 
endoplasmatico (Meredith et al. 1982; Hwang et al.1992). 
Il glutatione può esistere in forma ridotta (GSH) e in forma 
ossidata (GSSG), la forma ossidata deriva dalla formazione di un 
ponte disolfuro tra due molecole di GSH. La forma ridotta è 
ampiamente predominante all’interno della cellula, con un 
rapporto che in condizioni normali è dell’ordine di 1:10/1:100 
(Meister et al. 1983; Reed et al. 1983; Lu,1999). La presenza del 
gruppo sulfidrilico della cisteina conferisce al GSH proprietà 
antiossidanti che gli permettono di interagire con specie reattive 
dell’ossigeno o con altre sostanze elettrofile nell’ambito di 
numerosi sistemi antiossidanti intracellulari. 
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1.1.4 Effetti della deficienza di GGT  
Wright  et al. (1980) hanno condotto uno studio sperimentale in 
cui sono stati caratterizzati un piccolo numero di pazienti con 
deficienza dell’enzima GGT, mentre con l’ausilio dell’ingegneria 
genetica hanno creato un topo con modificazioni a livello del gene 
codificante per la GGT. Come per altri difetti genici, il manifestarsi 
della deficienza dell’enzima, ha fornito informazioni sulla normale 
funzione prodotta dal gene. La deficienza umana di GGT è rara e 
solo cinque pazienti l’hanno riportata. La storia familiare di essi 
suggerisce una trasmissione ereditaria di tipo recessivo. La 
deficienza enzimatica in questi è stata associata a disturbi 
mentali, ma questo potrebbe essere una semplice conseguenza 
della selezione di pazienti recanti disturbi congeniti del 
metabolismo; un caso su cinque invece non manifesta problemi 
mentali. Nell’uomo, la deficienza di GGT è compatibile con la vita, 
a differenza di quanto accade in topi, resi omozigoti knoch-out per 
il gene codificante l’enzima, che presentano ritardo nello sviluppo 
e morte precoce. Non è ancora chiaro perché gli effetti della 
deficienza di GGT siano meno gravi nell’uomo rispetto ai topi. 
Le caratteristiche biochimiche, sia nell’uomo che nel topo, 
rispecchiano in particolar modo il ruolo che la GGT ha nel 
metabolismo del glutatione. Le urine dei pazienti contengono 
grandi quantità di peptidi glutatione-coniugati mostrando che la 
GGT gioca un ruolo importante nel riassorbimento del glutatione 
e/o dei suoi amminoacidi costituenti derivanti dal filtrato 
glomerulare (Harding CO et al. 1997). In topi GGT-deficienti si 
registrano elevati livelli di glutatione extracellulare (e urinario) ma 
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basse concentrazioni nei tessuti inclusi fegato e pancreas. Le 
concentrazioni plasmatiche di cisteina in questi topi sono anche 
basse, coerente col fatto che glutatione e GGT normalmente sono 
le maggiori sorgenti di questo amminoacido nei fluidi extracellulari 
(Habib GM et al. 2000). La rilevazione dei livelli di mRNA nel 
fegato dei topi con alterata espressione genica per la GGT mostra 
un incremento d’espressione di gamma-glutamilcisteina sintetasi, 
glutatione sintetasi e cistationasi (che normalmente porta alla 
sintesi di glutatione, e di cisteina da metionina) ed un decremento 
d’espressione di due proteine coinvolte nella farmaco resistenza 
multipla (che trasportano il glutatione nella bile), (Jean JC et al.  
1999). Queste variazioni sono collegate con la regolazione 
dell’attività di questi enzimi e proteine da parte dei livelli di 
concentrazione di tiolo epatico, che è risultato essere nei topi con 
deficienza di GGT circa 1/3 dei normali livelli presenti nei topi wild-
type. 
Questi topi mancanti dell’enzima GGT mostrano inoltre un 
incremento dello stress ossidativo nel fegato e differenze nella 
distribuzione di mercurio inorganico ed escrezione di 
metilmercurio (Ballatori N et al. 1998), conseguentemente ad una 
perdita di glutatione nei tessuti e nelle cellule implicate con 
deficienza dei normali sistemi antiossidanti che portano a 
mutazioni con danni al DNA ed accumulo dello stesso nelle cellule 
(Rojas E et al. 2000). 
Analisi biochimiche sul fegato di topi GGT-deficienti mostrano 
deplezione di glutatione mitocondriale, che diventa sempre più 
severa in parallelo con il peggioramento delle condizioni di salute 
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dell’animale, con associate alterazioni delle normali funzioni 
mitocondriali che portano a deficit della produzione di ATP (Will Y, 
et al. 2000). 
La somministrazione di N-acetilcisteina in animali omozigoti-
deficienti permette di revertire il ritardo nella crescita, 
promuovendola, di migliorare il colore del pelo, curare l’infertilità e 
molte delle reazioni biochimiche precedentemente alterate, inoltre 
mediante un integrazione alimentare con glutatione o con sola 
cisteina si può ripristinare ed incrementare la disponibilità di 
cisteina stessa (Kumar TR et al. 2000).  
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1.2. Ruolo della GGT sierica  
L’enzima GGT può essere determinato sia nel siero che nel 
plasma in modo indifferente, (usando come anticoagulanti 
eparina, o meglio ancora litio eparina, è sconsigliato invece l’uso 
di EDTA o citrato), ma il campione che viene più comunemente 
usato per fare le rilevazioni è il siero. Nel sangue l’enzima è poco 
stabile e si riscontrano abbassamenti di concentrazione rilevanti 
nell’arco della giornata, mentre nel plasma e nel siero l’enzima è 
stabile per anni a temperature molto basse, -20 °C e per circa una 
settimana a 4-8 °C oppure a 20-25 °C. 
In clinica, dal 1961 la determinazione dell’attività enzimatica della 
GGT nel siero viene  utilizzata come marcatore diagnostico di 
funzionalità epatica (Szczeklik et al. 1961), attraverso un esame di 
routine che viene eseguito in laboratorio mediante il saggio con il 
substrato γ-glutamil-p-nitroanilide, dal momento che un 
innalzamento dei suoi valori sono stati osservati in seguito a 
colestasi, a steatosi, anche indotte dall’abuso di alcol o da 
farmaci. L’elevazione di GGT sierica può essere riscontrata in 
pazienti con epatopatia cronica conseguente all’infezione da HCV 
nei quali rappresenta un indice prognostico sfavorevole di risposta 
al trattamento con interferone (Battezzati et al.1992; Paolicchi et 
al. 2005), ma anche in epatocarcinoma. Studi epidemiologici 
condotti sulla GGT nell’ultimo decennio hanno messo in luce 
come non vi è solo una connessione con le malattie epatiche, ma 
la GGT rappresenta un fattore indipendente di rischio di mortalità, 
per l’incidenza di infarto del miocardio e morte cardiaca, ictus 
cerebrale, sindrome metabolica, diabete mellito di tipo II e di 
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insufficienza renale cronica. Nonostante la sensibilità del test, 
l’utilizzo diagnostico della GGT sierica è limitata dalla bassa 
specificità, poiché i valori enzimatici sono influenzati sia da fattori 
genetici che ambientali (età, genere, glicemia, colesterolemia, 
stile di vita condotto, etc…). 
 
1.2.1 Origine e caratteristiche chimico-fisiche della GGT 
sierica e delle frazioni della GGT 
La GGT sierica sembra essere di origine epatica come suggerito 
da studi condotti da Huseby e collaboratori nel 1981, dai quali è 
emerso che la GGT presente nel siero mostra le stesse 
caratteristiche di quella estratta dal fegato per quel che riguarda il 
PM, il contenuto di residui di acido sialico ed il grado di 
glicosilazione. Questi parametri risultano essere diversi rispetto a 
quelli della GGT purificata dalle urine, dal rene e dal pancreas 
(Huseby et al.1981). 
Studi successivi hanno dimostrato la presenza di due diverse 
frazioni di GGT nel siero, una idrofilia ed una idrofobica, che 
differiscono per carica, dimensioni e densità. La frazione 
idrofobica è costituita da un insieme di complessi molecolari, che 
sono formati dalle lipoproteine sieriche VLDL, LDL, HDL e 
chilomicroni le quali molto probabilmente trasportano la GGT. Si 
suppone che l’associazione tra le lipoproteine e la GGT avvenga 
tramite il dominio lipofilico localizzato all’estremità N-terminale 
della catena pesante della GGT, che normalmente è responsabile 
della normale inserzione dell’enzima nella membrana plasmatica.  
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La forma idrofilia invece, apparentemente identica a quella 
ottenuta dopo il trattamento proteolitico usato per la purificazione 
della GGT dal tessuto e sembra circolare nel sangue come 
enzima libero (Huseby et al. 1982; Huseby et al, 1982; Huseby et 
al.1982). La porzione idrofilia costituisce circa il 60-70 % 
dell’attività totale in soggetti normali, ma solo il 15-30 % in 
soggetti con malattie epatiche, nei quali si osserva un forte 
aumento della componente idrofobica probabilmente costituito da 
enzima associato con le lipoproteine plasmatiche (Huseby et al., 
1982). 
L’associazione dell’enzima GGT con le lipoproteine è stata 
studiata da Huseby e collaboratori (1982) nel siero di pazienti con 
patologie epatobiliari. E’ stato osservato che il 60-80% dell’attività 
totale della GGT è idrofobica, legata in complessi con le 
lipoproteine. In questi studi mediante cromatografia per 
esclusione molecolare è stato possibile visualizzare tre picchi di 
attività: il I° picco con PM di circa 1000 KDa, il II° picco con PM 
compreso tra 250-450 KDa, il III° picco corrispondente all’enzima 
libero e solubile. I complessi costituiti dalla parte idrofobica della 
GGT con le lipoproteine, possono essere separati in due principali 
frazioni mediante cromatografia per gel di filtrazione o elettroforesi 
in gel di agarosio. Successive indagini hanno permesso di 
stabilire che nel picco I veniva eluita attività di GGT associata alle 
VLDL e alle LDL, in quanto questi complessi presentavano 
mobilità β in elettroforesi in gel di agarosio, densità minore di 
1,060 ed erano precipitabili con polianioni insieme alle β-
lipoproteine (VLDL e LDL). Il picco II, diversamente, sembra 
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essere formato da GGT associata alle lipoproteine HDL, infatti, 
l’attività enzimatica raccolta in questo picco presenta mobilità 
α1α2, densità compresa tra 1,06 e 1,22 ed era precipitabile con 
polianioni assieme alle HDL. 
La GGT sierica è quindi un insieme eterogeneo di complessi o 
frazioni solo in parte caratterizzati nella struttura e nella 
composizione, per i quali è ancora sconosciuto il meccanismo di 
rilascio in circolo. Si pensa che le forme ad alto peso molecolare 
possano essere costituite da GGT associata a lipoproteine o da 
frammenti di membrana plasmatica, derivanti dagli epatociti. 
 Nel corso dei diversi studi condotti per valutare l’associazione 
delle lipoproteine plasmatiche con le frazioni di GGT, è emersa 
un’inaspettata complessità delle frazioni della GGT sierica, infatti, 
sebbene ognuna delle procedure di separazione utilizzate 
(cromatografia, ultracentrifugazione, precipitazione selettiva con 
polianioni) abbia dimostrato un discreto grado di analogia tra il 
comportamento delle tre forme di GGT con maggiore peso 
molecolare (b-GGT, m-GGT, s-GGT) e le lipoproteine circolanti 
VLDL, LDL, HDL, nessuna di queste tre frazioni ha mostrato un 
comportamento esattamente identico a quello delle lipoproteine 
corrispondenti per peso molecolare. Questi dati ricavati mettono in 
dubbio quanto finora accettato, e cioè che le lipoproteine circolanti 
siano i veicoli per la GGT, altrimenti troppo idrofobica per poter 
circolare in forma libera. 
Così mediante l’analisi delle proprietà fisiche (dimensione, 
densità, condizioni di sedimentazione mediante centrifugazione) e 
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della sensibilità delle frazioni plasmatiche di GGT alla proteasi 
papaina e al detergente acido desossicolico, è stato possibile 
approfondire lo studio sulla caratterizzazione di tali frazioni dal 
quale è emerso che queste potrebbero avere una struttura e 
un’origine diversa: 
La frazione b-GGT ha dimostrato di avere un peso molecolare 
corrispondente alle VLDL ma densità corrispondente alle HDL, 
che non sono altro che la dimensione e la densità degli esosomi. 
Essa si comporta come GGT inserita nella membrana plasmatica 
poiché risulta sensibile all’azione della papaina solo dopo 
trattamento con detergenti; infine è recuperata con gli esosomi dal 
plasma. Questi risultati hanno consentito di  ipotizzare che 
codesta frazione potesse essere parte integrante degli esosomi o 
di micro particelle, vescicole di membrana secrete nell’ambiente 
extracellulare mediante meccanismi attivi e regolati. Le vescicole 
di membrana rilasciate nell’ambiente extracellulare sono 
particolarmente arricchite in “raft” di colesterolo, specifici domini 
della membrana plasmatica nei quali sono presenti proteine 
coinvolte nella trasduzione del segnale. La GGT nella membrana 
plasmatica è presente nei raft di colesterolo in associazione con la 
tetraspanina CD81, una proteina  normalmente presente anche 
negli esosomi o nelle micro particelle. E’ stato osservato, inoltre, 
che la frazione b-GGT viene anche rilasciata nel mezzo di coltura 
da cellule umane di origine non-epatica, come cellule di 
melanoma, di carcinoma alla prostata e del normale epitelio 
bronchiale e ciò suggerisce che la b-GGT potrebbe derivare in 
parte da membrane cellulari di origine epatica. 
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Da studi condotti di recente è stato anche individuato un profilo di 
eluizione delle frazioni di GGT alterato in alcuni pazienti affetti da 
tumori, caratterizzato dalla presenza di una pre-b-GGT con peso 
molecolare maggiore della frazione b-GGT. Le caratteristiche del 
complesso macromolecolare presente in questa pre-b-GGT 
sembra essere compatibile con l’ipotesi che sia costituito da micro 
particelle. Tale ipotesi può essere supportata dal fatto che cellule 
tumorali rilasciano esosomi e microparticelle nell’ambiente 
extracellulare, e che i pathway ontogenetici siano in grado di 
guidare la produzione di microvescicole oppure stimolarne la 
sintesi da parte delle stesse cellule tumorali. 
Quindi b-GGT potrebbe originare da membrane ricche in GGT sia 
di origine epatica che extraepatica; essa avrebbe così un’origine 
tissutale diversa rispetto alle altre frazioni ed il fatto che il 
meccanismo di secrezione della GGT sia tessuto specifico, 
porterebbe a spiegare le diversità strutturali e di carica 
superficiale di b-GGT rispetto a m-GGT e s-GGT. 
Le frazioni m- e s-GGT contengono la proteina GGT completa del 
peptide idrofobico N-terminale, che ne rende possibile 
l’associazione con i trasportatori plasmatici, e hanno mostrato un 
comportamento compatibile con la presenza in esse di micelle 
costitiute da acidi biliari e GGT. Contrariamente a quanto 
osservato per la b-GGT, non è stato possibile individuare una 
sorgente di m-GGT e s-GGT, anche se quest’ultima è stata 
ricavata in seguito ad una serie di modifiche della frazione b-GGT 
in diverse condizioni sperimentali (mediante trattamento del 
plasma con acido desossicolico). 
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Infine la frazione f-GGT corrisponde alla forma libera dell’enzina 
priva del peptide idrofobico N-terminale. E’ la frazione più 
rappresentata nel plasma dei soggetti sani. 
 E’ emerso inoltre che le forme di GGT ad alto peso molecolare 
presentano una diversa carica superficiale ed affinità per il 
substrato (γ-glutammil-7-amido-4-metilcumarina (GluAMC), 
substrato fluorescente specifico per la GGT) rispetto alla forma 
libera f-GGT, questo potrebbe esser dovuto all’influenza dei 
trasportatori plasmatici sull’enzima GGT che quindi potrebbero 
influenzare la cinetica enzimatica dell’enzima ad esso legato, ma 
anche i meccanismi di rilascio e rimozione dal circolo. 
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1.2.2 Metodi per la misura delle forme molecolari della GGT 
La GGT è presente nel siero come parte integrante di diversi 
complessi molecolari, con specifiche e distinte caratteristiche 
chimico-fisiche; alcune di esse sono state associate a patologie 
specifiche come ad esempio, ittero intra ed extraepatico, 
carcinoma epatocellulare, cirrosi ed epatopatie di origine alcolica. 
Sfortunatamente, la bassa specificità e sensibilità delle diverse 
procedure adottate fin ad ora per separare e individuare le forme 
multiple di GGT nel siero, ha permesso la valutazione delle 
frazioni di GGT solo in soggetti con elevati valori di GGT superiori 
ai valori limite dell’ intervallo di riferimento, generando risultati 
conflittuali riguardo il numero e il significato biologico assunto 
dalle varie frazioni di GGT nelle differenti patologie in cui sono 
presenti.  
Per  potenziare il grado di specificità della determinazione della 
GGT è stato messo a punto un metodo per la separazione e 
quantificazione delle frazioni circolanti dell’enzima sulla base del 
loro peso molecolare (Franzini et al. 2008).Il nuovo metodo 
utilizzato è una cromatografia ad esclusione molecolare che ha 
permesso di identificare e quantificare nei soggetti sani (HS) 
quattro frazioni di GGT: big-GGT (b-GGT) 2000 kDa, medium-
GGT (m-GGT) 1000 kDa, small-GGT (s-GGT) 250 kDa e free-
GGT (f-GGT) 70 KDa. Il peso molecolare delle singole frazioni è 
indipendente dai livelli di GGT associati ad esse e ciò fa pensare 
all’esistenza di un’interazione specifica tra l’enzima ed il 
trasportatore piuttosto che ad un assorbimento casuale in circolo. 
Questo aspetto fa pensare che le singole frazioni possano essere 
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secrete e rimosse in modo indipendente l’una dall’altra. 
Dall’analisi dell’andamento dell’attività delle quattro frazioni in 
funzione dell’attività totale dell’enzima, emerge che, nei soggetti 
sani di entrambi i generi, per valori bassi di GGT totale la frazione 
f-GGT è la più rappresentata (superiore al 75%), mentre 
l’aumento della GGT totale dipende principalmente da un 
incremento delle frazioni s- e b-GGT, con un  decremento della 
frazione f-GGT che scende al 20%  (Franzini et al.2008).  
(Tabella1.4 e  figura 1.5). 
 
TABELLA 1.1. Attività della GGT totale e delle sue frazioni in una 
popolazione sana di 200 soggetti (Franzini et al., 2008). 
 UOMINI (100) DONNE (100)  P 
GGT tot 25.3(12.3-60.5) 14.4(8.4-20.9) <0.001 
b-GGT 2.4(0.7-10.7) 1.1(0.4-5.2) <0.0001 
m-GGT 1.0(0.2-3.3) 0.5(0.2-1.2) <0.0001 
s-GGT 9.2(2.8-33.7) 3.9(1.5-11.6) <0.0001 
f-GGT 13.2(8.3-19.6) 8.9(5.9-12.5) <0.0001 
I dati presentati sono valori di attività espressi in U/L  e rappresentano media(5° 95° 
percentile). Il test di T Student è applicato su dati trasformati cin la funzione ln. 
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In conclusione, l’analisi delle frazioni di GGT nel siero si prospetta 
di interesse rilevante sia per un miglior utilizzo diagnostico e 
prognostico, sia per una più chiara comprensione della 
patogenesi delle malattie associate all’enzima. 
Il principale svantaggio di questa procedura è il tempo necessario 
per la determinazione, circa 50 minuti, ma la rilevazione 
dell’enzima è più sensibile, semplice e riproducibile. 
  
Figura 1.5 Profili di eluizione delle frazioni plasmatiche di GGT in una 
popolazione di soggetti sani A) uomini (n=100),  B) donne (n=100). I 
cromatogrammi  rappresentano l’andamento del 25° (linea tratteggiata), del 
50° (linea punteggiata) e del 75° (linea continua) percentile del segnale 
fluorescente registrato ad ogni volume di eluizione (Franzini et al., 2008). 
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1.2.3. PROFILO CROMATOGRAFICO RILEVATO NEI SOGGETTI SANI 
 
La GGT che si trova nel siero sembra che derivi dal fegato come 
suggeriscono le sue caratteristiche chimico-fisiche. L’impiego del 
nuovo metodo cromatografico per la determinazione delle frazioni 
plasmatiche della GGT, ha reso possibile come prima analisi,la 
rilevazione del profilo di eluizione delle quattro frazioni della GGT 
in un soggetto sano. Il segnale fluorescente ottenuto in presenza 
del substrato per la GGT amino-metilcumarina è dovuto 
esclusivamente alla reazione catalizzata dall’enzima. Il profilo di 
eluizione dell’attività della GGT è caratterizzato dalla presenza di 
un cromatogramma a quattro picchi con volume di eluizione di 10-
14 ml, 14-18 ml, 18-21 ml, 22-26 ml,corrispondenti alle frazioni 
plasmatiche di b-GGT, m-GGT, s-GGT e f-GGT rispettivamente. 
L’attività di ogni frazione è proporzionale all’area del picco 
corrispondente (Fig. 1.6) 
b-GGT
m-GGT
S-GGT
f-GGT
Fig.1.6 Cromatogramma a quattro picchi del profilo di eluizione delle quattro 
frazioni della GGT nei soggetti sani.
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Sono determinati in questo modo con l’ausilio di un programma 
MatLab, le quattro curve gaussiane con andamento simmetrico, 
relative alle quattro frazioni enzimatiche che meglio interpretano il 
cromatogramma.  Questo sarà l’elemento caratterizzante del 
profilo cromatografico che distinguerà i soggetti sani da quelli con 
danno epatico. 
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1.2.4 Significato diagnostico della GGT sierica totale 
Il problema della natura fisica delle frazioni della GGT sierica non 
può essere disgiunto da quello del suo valore diagnostico e 
predittivo, infatti sebbene la GGT venga eseguita come esame di 
routine come marcatore di disfunzione epatica e abuso di alcol 
fino dagli anni ’60 (Szceklik et al.1961), solo recentemente è 
emersa la complessità del suo coinvolgimento con altre patologie 
umane, con specifico valore prognostico per altri fattori di rischio 
di mortalità (Conigrave et al. 1993). Studi recenti hanno rivelato 
una importante complessità, che può essere riassunta in uno 
schema per cui, mentre valori di GGT superiori alla norma sono 
diagnostici per danno epatico, valori di GGT all’interno 
dell’intervallo di riferimento, ma nella parte alta dello stesso hanno 
valore predittivo nei confronti della malattie cardiovascolari 
connesse con l’aterosclerosi (Emdin et al. 2006). Tali concetti 
sono ben evidenti in uno studio condotto su una coorte di 283438 
soggetti degli ospedali di Vienna (Kazemi-Shirazi et al. 2007), 
utilizzando come analisi di routine il rilevamento di GGT al 
momento del ricovero o in pazienti esterni e come metodica di 
screening nel corso dei 13 anni successivi al primo prelievo. 
Stratificando i pazienti secondo i livelli di GGT, separatamente nei 
due sessi in:  
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1) normalmente bassi (<9U/L per le donne e <14U/L per gli 
uomini) 
2) normalmente elevati (da 9 a 17 U/L per le donne e da 14 a 
27 U/L negli uomini) 
3) moderatamente elevati ( da 18 a 26 U/L per le donne e da 
28 a 41U/L negli uomini) 
4) elevati (da 27 a 35 U/L nelle donne e da 42 a 55 U/L negli 
uomini)  
5) molto elevati ( >35 nelle donne e >55 negli uomini) 
 
La relazione tra GGT e cause di mortalità è stata analizzata 
mediante l’uso di un modello statistico di regressione multivariata 
di Cox aggiustata per sesso e per età. 
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1.3 Associazioni Epidemiologiche 
1.3.1 GGT negli studi di mortalità e morbilità 
Tutte le ricerche condotte sulla GGT, hanno fatto emergere  il suo 
utilizzo come marcatore di disfunzione epatica e di patologie alcol 
correlate, ma appare anche evidente la sua implicazione nelle 
patologie cardiovascolari. In alcuni casi sono stati presi in esame 
fattori di rischio cardiovascolare come pressione arteriosa e 
concentrazione dei lipidi nel sangue, mentre in altri casi si sono 
messi a confronto i livelli di GGT, il suo grado di attività, con altri 
fattori biologici di abuso d’alcol. Nei diversi studi epidemiologici è 
stato messo in evidenza il significato della GGT sierica come 
fattore di rischio indipendente di mortalità per ogni tipo di causa 
che possa rappresentare una fonte di pericolo per l’uomo,con 
l’induzione verso uno stato patologico, ma anche per cause 
vascolari legate ad aterosclerosi ed insorgenza di diabete di tipo 
due, di ipertensione, di sindrome metabolica e di nefropatia 
cronica. 
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1.3.2 GGT totale e il rischio cardiovascolare 
Dai primi studi epidemiologici é emerso che alti livelli di GGT (> 
24U/L) erano associati ad un importante aumento di mortalità per 
cardiopatia ischemica (Jousilahti P et al. 2000) tale aumento 
risultava più evidente in pazienti con un precedente infarto del 
miocardio al momento del reclutamento nello studio. Da qui 
l'ipotesi dell'esistenza di un collegamento tra GGT sierica e 
l'evoluzione della malattia aterosclerotica, ulteriormente sostenuta 
da altri studi effettuati su popolazioni con sindrome ischemica e 
malattia coronarica accertata e dall'osservazione che la GGT 
sierica sia associata anche a un'aumentata incidenza di ictus 
emorragico. 
E’ stata inoltre dimostrata una correlazione positiva fra GGT e i 
principali fattori di rischio cardiovascolari, come ad esempio la 
concentrazione dei lipidi nel sangue, l’indice di massa corporea, 
l’ipertensione, l’intolleranza al glucosio, l’insulino resistenza e lo 
sviluppo di diabete di tipo II. Livelli di GGT sono correlati, 
positivamente, anche con nuovi potenziali fattori di rischio 
emergenti come la proteina C-reattiva, il fibrinogeno e l’ F2-
isoprostano. Ciò suggerisce che una predisposizione genetica 
potrebbe essere alla base ed influire sullo sviluppo dell’obesità 
addominale, sull’insulino resistenza o di altri fattori che entrano in 
gioco nel promuovere lo sviluppo della sindrome metabolica, e 
che essa possa anche comprendere un aumento dei valori di 
GGT o di altri enzimi epatici.  
Wannamethee et al. 1995, furono i primi a focalizzare l’attenzione 
sull’aumento di mortalità per cardiomiopatia ischemica (IHD). In 
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un ampio studio svolto su 7613 uomini di mezza età affetti da 
cardiomiopatia ischemica da 11 anni, i livelli di GGT entro i 
normali limiti di riferimento, erano strettamente associati con tutte 
le cause di mortalità e, l’associazione era largamente dovuta ad 
un significativo aumento, in morti per IHD, dei valori di GGT nel 
picco massimo del quintile di distribuzione. Dopo la valutazione di 
diverse variabili in gioco, come di eventi ischemici, presenza di 
diabete, di ipertensione, concentrazione totale di HDL e 
colesterolo, livelli di glucosio nel sangue, è stato rilevato come alti 
valori di GGT (≥ 24 U/L) siano strettamente correlati con 
incremento di mortalità per ogni tipo di causa e per cardiomiopatia 
ischemica. L’ aumento della probabilità di morte cardiaca è più 
marcata per pazienti con evidenza di IHD, particolarmente per 
quelli colpiti precedentemente da infarto del miocardio. 
Nel 2005 Ruttmann e colleghi, hanno confermato il valore 
prognostico delle concentrazioni di GGT nel siero per eventi fatali 
di forme croniche di malattia coronarica e per manifestazioni 
cardiache acute, ciò è stato verificato per entrambi i sessi, con 
una evidente relazione dose-risposta ed una maggiore importanza 
nei soggetti giovani (età < 60 anni). Il valore soglia per le 
concentrazioni di GGT per poter differenziare meglio i soggetti a 
rischio cardiovascolare sono: 28 U/L per gli uomini e 18 U/L  per 
le donne (valori entro l’intervallo di concentrazioni fisiologiche). 
Da indagini successive, è emerso che il valore prognostico 
dell’attività di GGT è più rilevante nei soggetti giovani, nei diabetici 
e che le concentrazioni sieriche di GGT sono predittori 
indipendenti per l’insorgenza della sindrome metabolica. 
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In tutti gli studi effettuati la GGT continua ad essere un marker 
prognostico indipendente rispetto alla patologia cardiovascolare 
anche dopo aver corretto l’analisi statistica per età, genere, 
consumo di alcol e per gli altri fattori di rischio cardiovascolare noti 
(fumo, insulino-resistenza, pressione arteriosa, dislipidemia). 
 
1.3.3 GGT  totale e frazioni nell'aterosclerosi 
La relazione tra GGT sierica e patologia aterosclerotica, è stata 
confermata in uno studio prospettico della durata di sei anni, in cui 
sono stati arruolati 469 pazienti con sindrome ischemica e 
malattia coronarica (CAD) documentata angiograficamente 
(Emdin et al, 2001). Dopo la correzione per altri fattori di rischio 
cardiovascolari (fumo, età, livelli totali di colesterolo nel sangue, 
frazione di iniezione di sangue da parte del ventricolo sinistro, 
indice di massa corporea e diabete mellito) o di altri fattori 
confondenti (alanina amminotransferasi sierica e consumo 
giornaliero di alcol) è stato confermato il valore prognostico 
dell’attività della GGT sierica per morte cardiaca e infarto non 
fatale. Soprattutto il valore predittivo della GGT sierica è apparso 
più evidente in un sottogruppo di pazienti nei quali le placche 
aterosclerotiche sono più soggetti a rottura, con aterosclerosi 
diffusa e precedenti manifestazioni di infarto del miocardio (36 % 
dell’intera popolazione). Il rischio progressivamente aumenta 
usando due diversi valori soglia della GGT (25 o 45 U/L, entrambi 
rientranti sempre all’interno dei limiti di riferimento) e la maggio 
parte degli eventi cardiaci sono concentrati nei primi tre anni dopo 
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il primo infarto. Il significato prognostico dell’enzima si osserva 
essere associato alla diffusione delle lesioni aterosclerotiche nelle 
arterie coronariche; il valore prognostico perde di significato in 
soggetti sottoposti a rivascolarizzazione con angioplastica o by-
pass, procedure che portano alla stabilizzazione della placca 
(Amoroso et al. 2001). Questi dati suggeriscono che la prognosi 
sfavorevole, associata ad elevati valori di GGT sierica, dovrebbe 
esser valida per quegli individui con placche vulnerabili, e ciò fa 
pensare ad una associazione tra la GGT ed i processi coinvolti 
nella destabilizzazione della placca (Emdin et al. 2001). 
Studi istochimica hanno dimostrato la presenza di GGT in lesioni 
aterosclerotiche e nell’arteria coronarica e carotidea, e la sua 
massima attività è stata rilevata a livello dello strato intimale della 
placca aterosclerotica, all’interno del complesso CD68+ formato 
da macrofagi e lipoproteine LDL ossidate. Si è notata una stretta 
correlazione tra cellule GGT positive ed il complesso di 
lipoproteine ossidate LDL, estremamente immunoreattivo. Inoltre 
l’attività catalitica di GGT è stata rilevata in microtrombi aderenti 
alla superficie dell’ateroma. Da ricerche condotte da Stark e 
colleghi, è emerso come nella placca aterosclerotica è presente 
glutatione (GSH), substrato della GGT, oltre a depositi di ferro, 
lipidi ossidati, ferro redox attivo ed un accumulo di ferritina. In 
questo contesto la GGT potrebbe indurre il clivaggio del glutatione 
con conseguente riduzione dello ione ferrico Fe3+ a ferroso Fe2+, 
ciò favorirebbe l’ instaurarsi di una serie di reazioni  redox pro-
ossidanti, ferro-dipendenti, per azione della GGT, con la 
produzione di specie reattive dell’ossigeno ROS (come anione 
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superossido) che potrebbero contribuire alla progressione ed alla 
destabilizzazione della placca aterosclerotica favorendo 
l’ossidazione delle LDL (Paolicchi et al. 1999), ma anche 
modulando l’attività delle metallo proteasi, la proliferazione ed 
apoptosi degli elementi cellulari, l’aggregazione piastrinica e la 
trombosi (Dominici et al. 2003; Libby et al. 2005). 
La GGT presente nella placca, inoltre, potrebbe avere due origini 
distinte: una endogena, prodotta dagli elementi della placca come 
le cellule infiammatorie, ipotesi supportata dalla presenza di 
mRNA per la GGT (Franzini et al. 2008), ed una esogena 
derivante dal trasporto dell’enzima dalle lipoproteine come le LDL 
stesse. 
 Si suppone che l’enzima GGT circolante ritrovato nel siero sia 
quello di derivazione epatica; valori costitutivamente elevati di 
GGT si sono osservati in famiglie con tratto ereditario di tipo 
autosomico dominante, l’importanza dei fattori genetici,e la loro 
implicazione nella determinazione di tale carattere, è ancora 
oggetto di dibattito e, dagli ultimi confronti emerge che un insieme 
di fattori genetici ed ambientali entrano in gioco nel determinare 
ed influenzare i livelli di GGT sierica. 
D’altro canto, si è visto come l’incremento dei livelli di GGT 
osservati nelle placche aterosclerotiche dei pazienti, potrebbe 
derivare da un aumentato consumo piastrinico. Un recente 
rapporto, che indica il valore prognostico degli elevati valori di 
GGT sierica in pazienti sottoposti a rivascolarizzazione 
angioplastica con stent, sembra supportare il potenziale ruolo 
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delle placche come sorgente di GGT circolante (Emdin et al. 
2007). 
Significativi livelli di GGT appaiono derivare anche dai granulociti, 
poiché si è notata una correlazione tra la conta delle cellule della 
linea bianca del sangue e le concentrazioni dell’enzima; ciò fa 
supporre la presenza di una sorgente addizionale dell’enzima 
circolante (Emdin et al. 2009). 
I dettagli dell’ associazione della GGT sono stati studiati su una 
popolazione di pazienti affetti da CAD, documentata 
angiograficamente. Sia nei controlli che nei CAD, la quantità di 
GGT è associata a β-lipoproteine (β-LP) che include anche le 
LDL, IDL e le VLDL. Inoltre, sia in questi pazienti che nei controlli, 
la maggio parte di GGT associata a β-LP è direttamente 
proporzionale ai livelli di GGT sierica totale. Comunque nei 
pazienti con CAD la frazione di GGT associata con le β-
lipoproteine era significativamente più bassa , fu così proposto 
che la diminuzione della GGT associata alle β-LP nei CAD può 
essere dovuta: alla riduzione dell’associazione tra la GGT e le 
LDL o all’aumentato rilascio della GGT dalle LDL, oppure 
dall’aumentata internalizzazione dei complessi LDL-GGT 
all’interno della lesione aterosclerotica. In accordo con 
quest’ultima ipotesi, l’aumentato ingresso dei complessi LDL-
GGT, seguito dall’accumulo di GGT dentro la lesione, potrebbe 
spiegare la già riportata correlazione tra alti livelli di GGT nel siero 
e le conseguenze cliniche dell’aterosclerosi (Emdin et al. 2007). 
Da recenti studi è emerso che la b-GGT è la sola frazione della 
GGT sierica ritrovata all’interno di placche aterosclerotiche 
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(Franzini et al., 2009) ; la conoscenza in dettaglio delle sue 
proprietà potrebbe aiutare a chiarire il preciso ruolo della GGT nel 
processo di patogenesi delle placche aterosclerotiche, e la 
relazione tra danneggiamento dell’organo, livelli di GGT e rischio 
individuale di malattia. 
 
1.3.4 GGT totale e frazioni nel danno epatico 
L’enzima GGT è stato scoperto ed adoperato in clinica già a 
partire dagli anni 1960 e 1970 come test di funzionalità epatica o 
come saggio dell’attività enzimatica nel fegato. Prime 
documentazioni raccolte da Szczeklik et al. (1961) hanno riportato 
una serie di valori medi in differenti tipi di disfunzioni epatiche ed 
hanno mostrato diversi casi in cui i livelli di GGT sierica si sono 
modificati nel corso del tempo rispetto ai valori di altri enzimi 
epatici che invece sono rimasti pressoché invariati. E’ un test 
molto sensibile, sebbene sia difficile nella maggio parte dei 
pazienti con patologie epatiche andare a ricercare le cause 
fisiopatologiche di base ed il loro grado di correlazione con la 
GGT, nonostante questo, elevati valori di GGT sono stati trovati in 
pazienti con colestasi. Il problema maggiore sta però nella poca 
specificità che il test ha, data la moltitudine di patologie o di altre 
condizioni presenti (pancreatite, diabete, obesità, esercizio fisico, 
eccessivo consumo di alcol, uso di droghe che promuovono 
l’attività enzimatica) che possono indurre un aumento dei valori di 
GGT. 
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Nella steatopatia non alcolica (NASH), una malattia epatica 
associata a diabete e obesità ma che mostra anche alcune 
caratteristiche con le disfunzioni epatiche alcol derivate. Livelli di 
GGT aumentano nella maggioranza dei pazienti affetti da questa 
condizione, ma essa non è d’uso diagnostico (Fletcher LM et al. 
1991). Il principale interesse in relazione alla GGT è che la NASH 
presenta le stesse manifestazioni delle degenerazioni epatiche 
d’origine alcolica e questo potrebbe rappresentare una condizione 
estrema dell’associazione epidemiologica tra GGT ed obesità, 
insulino-resistenza, diabete e fegato steatosico (Laurin J, et al. 
1996). Un ultima ricerca effettuata da Hickam PE et al. (1994) 
sulla GGT rileva come essa sia un utile indicatore di rigetto di 
trapianto del fegato, anche se la singola misura dei suoi valori 
risulta insufficiente. Studi più dettagliati effettuati per approfondire 
la natura, l’origine tissutale ed il destino metabolico delle frazioni 
delle GGT, renderanno possibile una maggiore conoscenza del 
loro meccanismo d’azione ed il loro coinvolgimento nelle diverse 
patologie. Infatti tali dati confrontati con i risultati ottenuti sullo 
studio delle frazioni di GGT in quadri clinici ben definiti, 
rappresenteranno le basi per definire il ruolo delle frazioni di GGT 
come specifici biomarcatori di patologie epatiche, metaboliche e 
cardiovascolari. Notevole importanza assumono in particolare le 
frazioni b-GGT ed s-GGT come biomarcatori di screaning 
diagnostico preventivo, per l’analisi differenziale di due grandi 
patologie epatiche, la steatosi epatica non alcolica (NAFLD) e 
l’epatite virale C (CHC). Si è visto come in soggetti affetti da 
NAFLD l’incremento della GGT totale è dovuto maggiormente ad 
incremento delle frazioni b-GGT, mentre nei soggetti con CHC  
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predomina la frazione s-GGT. Ciò suggerisce come b-GGT svolga 
un ruolo prognostico più specifico e sensibile per la diagnosi della 
NAFLD a differenza della frazione s-GGT che risulta più efficace 
per la diagnosi di pazienti affetti da CHC ed il rapporto delle 
frazioni b/s mostra grande specificità e risulta particolarmente utile 
per la diagnosi differenziale tra NAFLD e CHC (Tabella 1.2). 
(Franzini et al. 2012).  
 
TABELLA 1.2. Attività della GGT totale e delle sue frazioni in pazienti con 
Steatosi epatica non alcolica(NAFLD),epatite cronica C(CHC) e in soggetti 
sani(HS) (Franzini et al., 2012). 
 
Total and fractional GGT data are presented as median (25th–75th 
percentile). 
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CAPITOLO 2 : SCOPO DELLA TESI 
La GGT sierica si pensa che sia di origine prevalentemente 
epatica, come suggerito dagli studi condotti nel 1981 da Huseby e 
collaboratori nei quali è stato dimostrato che la GGT presente nel 
plasma presenta le stesse caratteristiche chimico-fisiche, lo 
stesso PM di quella estratta dal fegato. La valutazione dell’attività 
enzimatica della γ-glutamiltransferasi (GGT) nel siero, ha 
acquisito nel corso degli anni sempre più importanza in clinica per 
via della sua rilevanza come indicatore diagnostico di disfunzione 
epatica. Tuttavia però, sebbene sia molto sensibile come test, 
risulta essere un marcatore poco specifico per la diagnosi di 
alcune patologie cronico degenerative del fegato. 
Recentemente, l’impiego di una nuova tecnica per l’analisi della 
GGT, basata su una cromatografia ad esclusione molecolare, ha 
permesso di identificare la presenza di quattro frazioni 
plasmatiche dell’enzima GGT, b-; m-; s-; f-; ognuna con diverso 
peso molecolare. 
Scopo del mio lavoro di tesi è stato approfondire il valore 
diagnostico della frazioni plasmatiche dell’enzima GGT nelle 
epatopatie, in particolare ho esaminato pazienti affetti da epatite 
virale HCV (n=16), steatoepatite (n=10) o con alterazioni dei dotti 
biliari e del microcircolo (n=10). In questi gruppi ho valutato la 
distribuzione quantitativa e qualitativa delle frazioni di GGT.  
 
Recentemente è stato dimostrato che, nei pazienti infettati con 
HCV, i valori di GGT totale sono indice negativo di risposta alla 
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terapia con peg-interferone e ribavirina (Weich et al. 2011). Per 
verificare quale frazione sia associata a tale valore prognostico 
negativo nella seconda parte del mio lavoro ho analizzato un 
gruppo di pazienti (n=46) affetti da HCV prima, durante e al 
termine della terapia con peg-interferone e ribavirina.  
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Capitolo 3: MATERIALI E METODI 
3.1 Reagenti 
La γ-Glutammil-7-amido-4-metilcumarina (γGluAMC, G7261), la 
Glicilglicina (GlyGly, G1002) e tutti i reagenti chimici sono stati 
acquistati dalla Sigma-Aldrich (Italia).  
 
3.2 Determinazione delle frazioni plasmatiche di GGT 
La determinazione dell’attività totale della GGT e delle sue frazioni 
è stata eseguita su campioni di plasma-EDTA (ethylenediamine-
tetra-acetic acid) mediante l’impiego di un sistema FPLC (fast 
protein liquid chromatography, AKTA purifier, GE Healthcare) 
dotato di una colonna con un gel di filtrazione cromatografico 
(Superose 6 HR 10/300 GL, GE Healthcare Europe) ed un 
rilevatore fluorescente (Jasco FP-2020, Jasco Europe, Lecco, 
Italy). La colonna per cromatografia ad esclusione molecolare è 
stata calibrata per separare le componenti plasmatiche in base al 
loro peso molecolare ed alla loro forma, (Franzini et al. 2008). Per 
questo tipo di separazione, vengono utilizzate le proprietà di 
setaccio molecolare che sono proprie di numerosi materiali porosi, 
ovvero composti organici polimerici che, mediante legami crociati, 
formano una rete tridimensionale di pori che conferisce loro le 
proprietà di un gel. Questa colonna di particelle di gel si trova in 
equilibrio con una fase mobile adatta per la separazione voluta, 
che fluisce sulla fase stazionaria adesa ad una matrice fissa ed 
impaccata all’interno della colonna di vetro. Le molecole più 
grosse saranno completamente escluse dai pori e quindi 
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passeranno attraverso gli spazi interstiziali e compariranno per 
prime nell’eluato; le molecole più piccole, invece, si distribuiranno 
tra la fase mobile all’interno e all’esterno del setaccio molecolare 
e perciò transiteranno in colonna con una velocità inferiore, 
eluendo quindi per ultime. La quota di fase mobile assorbita dal 
gel che risulta accessibile all’analita dipende dalla porosità del gel 
e dalla dimensione della molecola stessa; quindi la distribuzione 
di un analita in una colonna dipende esclusivamente dal volume 
complessivo di fase mobile, sia interno che esterno alle particelle 
di gel al quale esso può accedere. Per ogni tipo di gel, il 
coefficiente di distribuzione Kd per un certo analita tra fase mobile 
interna ed esterna dipende dalle sue dimensioni: se la molecola di 
analita è grande e perciò completamente esclusa dalla fase 
mobile presente all’interno del gel, si avrà Kd = 0, mentre se 
l’analita è sufficientemente piccolo da avere completo accesso 
alla fase mobile interna, sarà Kd = 1. Le quattro frazioni di GGT 
sono state separate mediante una eluizione isocratica, al flusso di 
0.5 mL/min, con un tampone di sodio fosfato 0.1 mol/L (pH 7.4) 
contenente NaCL 0.2 mol/L, 0.1 mmol/L di EDTA e  4.5 mmol/L di 
GlyGly come accettore della reazione di transpeptidazione 
catalizzata dalla GGT. I campioni di plasma sono filtrati mediante 
un filtro 0.45-µm PVDF (Millipore) prima dell’iniezione.  
Per poter determinare in continuo l’attività di GGT a valle della 
colonna, attraverso una connessione a T, all’eluato del gel di 
filtrazione è stata continuamente aggiunta una soluzione 
contenente il substrato fluorescente per la GGT, gamma-glutamyl-
7-amido-4-methylcoumarin (γGluAMC), rilasciata al flusso di 0.1 
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mL/min. La miscelazione dell’eluato della colonna con il substrato 
della GGT (gGluAMC 0.030 mmol/L) avviene in una spira con un 
volume di 2.6 ml (PFA, 2.6 mL) corrispondente ad un’incubazione 
di circa 4.5 minuti, posta in un bagnetto termostatico a 37 C°. 
Poiché l’accettore della reazione catalizzata dalla GGT è incluso 
nella fase mobile, la presenza dell’enzima è visualizzata 
attraverso la liberazione del composto fluorescente 
amminometilcumarina (AMC) secondo la reazione: 
 
γ-Glu-AMC + GlyGly → γ-Glu-GlyGly + AMC 
 
Il prodotto AMC è rilevato tramite un fluorimetro operante ad una 
lunghezza d’onda di eccitazione di 380nm e di emissione di 
440nm. La soluzione madre di γGluAMC è stata preparata alla 
concentrazione di 4.5 mmol/L in etanolo 30% w/w contenente 
NaOH 0.005N e conservata ad una temperatura di  -20 C°. 
Questa soluzione è stata diluita giornalmente 25 volte in tampone 
Tris-HCL 0.25 M, pH 8.5 (25 C°). 
L’intensità di fluorescenza del segnale è espresso in unità 
arbitrarie di fluorescenza (f.u.) e l’area sotto i picchi è 
proporzionale all’attività di GGT (Fig. 3.1; Franzini et al. 2008). 
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Figura 3.1 Schema delle componenti dello strumento per la separazione e la 
determinazione dell’attività totale di GGT e delle sue frazioni. 
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3.3 Quantificazione delle frazioni di GGT. 
L’area delle frazioni di GGT è stata calcolata con l’aiuto del 
software MATLAB (Version 7 MathWorks, Inc.). Il programma 
permette di descrivere ogni picco con una curva Gaussiana 
modificata esponenzialmente; per ogni curva sono stati definiti gli 
intervalli di variazione dell’altezza, della larghezza a metà altezza, 
della posizione e della asimmetria. L’area è stata calcolata 
utilizzando un algoritmo non lineare di minimizzazione dei minimi 
quadrati, la somma delle quattro curve così ottenute corrisponde 
al cromatogramma registrato. 
L’attività totale di GGT, espressa in U/L, è stata calcolata con una 
curva di calibrazione costruita utilizzando il plasma con attività 
nota di GGT (standard). La retta è stata costruita mettendo 
sull’ascisse i dati relativi all’attività di GGT dei campioni standard 
e sull’ordinate i dati relativi all’area sottesa al cromatogramma 
ottenuto dall’analisi di tali campioni mediante gel di filtrazione. Il 
valore della pendenza della retta è utilizzato per poter esplicitare 
l’attività delle frazioni di GGT in U/L. 
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3.4 Coefficiente di risoluzione. 
Il coefficiente di risoluzione permette di valutare la capacità di una 
colonna cromatografica di separare due pichi cromatografici Il 
coefficiente di risoluzione per i picchi s- e f-GGT è stato calcolato 
per le due colonne cromatografiche utilizzate nello studio.  
Il coefficienti di risoluzione è uguale al rapporto tra la differenza 
tra i volumi di eluizione (V) dei picchi considerati e la media delle 
larghezze a metà altezza (W) dei due picchi: Rs= 2(Va-Vb)/Wa+ Wb   
 
3.5 Soggetti partecipanti allo studio 
Tutti i campioni di plasma analizzati sono stati messi a 
disposizione dalla dottoressa Brunetto ( primario del reparto di 
epatologia dell'Azienda Ospedaliera Pisana). 
Nella prima parte dello studio è stato selezionato un campione di 
36 pazienti divisi per patologie:  
- HCV (N=16) di cui 12 maschi e 4 femmine;  
- STEATOEPATITI (N=10) di cui 9 maschi e 1 femmina   
- ALTERAZIONI DOTTI E MICROCIRCOLO (N=10) di cui 2 
maschi e 8 femmine 
Per ogni paziente ho quantificato l’attività totale di GGT e delle 
sue frazioni.  
Successivamente sono stati analizzati 46 pazienti affetti da HCV, 
genotipo 1, ed è stata effettuata l’analisi delle frazioni di GGT 
prima (T0), dopo un mese dall’inizio della terapia (W4) e 24 
settimane dopo la fine della terapia (W24) con interferone e 
ribavirina.  
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3.6 Analisi di laboratorio 
Su tutti i campioni di sangue ottenuti è stato eseguito l’esame 
emocromo-citometrico completo e, simultaneamente, è stato 
valutato il livello di attività enzimatica della GGT nel siero e l' 
aspartato amminotransferasi (ALT), secondo le procedure del 
laboratorio di analisi chimico-cliniche, utilizzando analizzatori 
automatici. 
I valori totali della GGT nel plasma sono determinati mediante il 
saggio della cinetica dell’enzima (Beckman Synchron CX 9-PRO 
analyzer). Il coefficiente di variazione all’interno della corsa e tra 
le corse è circa del 3.5%. i valori di riferimento ricavati con questa 
procedura ( 5th e 95th percentile) sono 10-54 U/L per gli uomini e 
7-28 U/L per le donne (determinazione eseguita a 37 C°). Il 
prelievo del sangue per l’analisi della GGT è stato eseguito in 
provette sottovuoto contenenti EDTA usato sia come 
anticoagulante che come antiossidante.  
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3.7 Analisi statistica 
L’analisi statistica per confrontare i valori delle frazioni di GGT, del 
rapporto b/s, di Vel.(f-s) e di ALT, nei pazienti con HCV, è stato 
eseguito su dati ln-trasformati, per ridurre l’asimmetria della 
distribuzione. Quando ho confrontato i dati ottenuti nei quattro 
sottogruppi di pazienti (NR, PR, REL, SR) ho utilizzato l’analisi 
ANOVA-1 via seguita dal test di Bonferroni per il confronto 
multiplo. Quando ho confrontato i dati ottenuti sugli stessi pazienti 
ai tre tempi (T0, W4, W24) ho utilizzato l’analisi ANOVA-1 via per 
dati appaiati associata al test di Bonferroni per il confronto 
multiplo. 
L’analisi di correlazione è stata eseguita con il test non 
parametrico di Spearman a causa della bassa numerosità del 
campione. 
Il confronto statistico tra i valori delle frazioni di GGT del rapporto 
b/s, di Vel.(f-s) dei soggetti con HCV, Steatoepatiti e Alterazioni 
dei dotti e microcircolo è stato eseguito mediante l’analisi ANOVA 
ad una via, non parametrica (Kruskal-Wallis test), associata al test 
di Dunn per il confronto multiplo. In questo caso ho preferito 
utilizzare una statistica non paramentrica a causa della bassa 
numerosità dei gruppi considerati 
Un valore di P < 0.05 è stato considerato statisticamente 
significativo. 
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CAPITOLO 4: RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
4.1 Analisi delle frazioni di GGT in pazienti affetti da HCV trattati con 
una terapia a base di peg-interferone e ribavirina 
4.1.1 Descrizione della popolazione  
Nella prima parte del mio lavoro ho approfondito la 
caratterizzazione delle frazioni di GGT in un gruppo di pazienti 
(n=46) affetti da HCV. I campioni per questo studio sono stati 
messi a disposizione dalla dottoressa Brunetto, primario del 
reparto di Epatologia dell’Azienda Ospedaliera Universitaria 
Pisana.  
Recentemente è stato dimostrato che, nei pazienti infettati da 
HCV, i valori di GGT totale sono indice negativo di risposta alla 
terapia con interferone (Weich et al., 2011). Per verificare quale 
frazione, o combinazione di esse, sia associata a tale valore 
prognostico negativo, per ogni paziente ho analizzato un prelievo 
prima dell’inizio del trattamento (T0) con peg-interferone e 
ribavirina, uno dopo un mese dall’inizio della cura (W4) e uno 
ventiquattro settimane dopo (W24) la fine della cura in modo tale 
che non siano più presenti gli effetti tossici del farmaco. 
Tutti i pazienti analizzati sono affetti dal virus HCV con genotipo 1 
che è il più resistente alla terapia. In Tabella 4.1 sono riportate le 
caratteristiche della coorte analizzata ai tre tempi presi in 
considerazione. I soggetti analizzati sono stati suddivisi in quattro 
gruppi in base alla risposta alla terapia:  
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1. NR: pazienti che non rispondono al trattamento; 
2. PR: pazienti in cui la viremia si riduce ma non si negativizza 
mai;  
3. REL: pazienti in cui la viremia è negativa durante la terapia 
ma ha una ripresa dopo la sospensione dei farmaci; 
4. SR: negativizzazione permanente della viremia 
 
 
TABELLA 4.1. Caratteristiche dei soggetti analizzati divisi secondo la 
risposta clinica alla terapia: non rispondenti (NR), parzialmente rispondenti 
(PR), negativizzazione temporanea della viremia (REL), negativizzazione 
permanente della viremia (SR). 
GRUPPI NR PR REL SR 
N 
 
15 6 12 9 
GGT-TOT (T0) 
 
94 (52) 90 (47)  56 (68) 61 (45) 
GGT-TOT 
(W4) 
 
70 (37) 92 (29) 45 (34) 58 (45) 
GGT-TOT 
(W24) 
 
90 (74) 82 (36) 38 (29) 24 (11) 
ALT (T0) 
 
91 (54) 107 (34) 82 (56) 187 (136) 
ALT (W4) 
 
55 (22) 114 (77) 44 (14) 70 (53) 
ALT (W24) 99 (80) 85 (38) 76 (36) 22 (12) 
I dati di GGT e ALT sono riportati come media (dev. St.) ed espressi in U/L. 
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4.1.2 Confronto tra i valori di GGT-totale ottenuti in laboratorio e la 
GGT-totale delle frazioni. 
Prima di procedere con il resto delle analisi ho confrontato i valori 
di GGT-totale ottenuti in laboratorio con quelli ottenuti con la 
tecnica di analisi delle frazioni per verificare che i due metodi 
siano correlati tra loro. 
Ho costruito un grafico riportando sull’asse y i valori di GGT totale 
ottenuti con il metodo cromatografico e sull’asse x il valore del 
laboratorio di analisi ottenuto con il metodo spettrofotometrico di 
routine utilizzato presso l’AOU Pisana. L’analisi di regressione 
lineare (Figura 4.1) dimostra che esiste un’ottima correlazione tra 
i due metodi (R2=0.937) perciò i dati di attività di GGT totale 
ottenuti con i due metodi si possono ritenere equivalenti anche 
rispetto l’interpretazione clinica.  
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Figura 4.1. analisi di regressione lineare tra i valori di GGT-totale 
ottenuti con il metodo di analisi delle frazioni (asse y) e il metodo 
spettrofotometrico utilizzato nel laboratori di chimica clinica (asse 
x). Equazione della retta di regressione lineare: y= 0.891x+7.047 
(p<0.0001); IC95% pendenza= 0.845-0.936; IC95% pendenza= 3.43-
10.66 
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4.1.3 Analisi delle frazioni di GGT in soggetti con HCV prima, durante e 
dopo la cura con peg-interferone e ribavirina 
Per i 46 pazienti a disposizione ho analizzato le frazioni di GGT ai 
tre tempi presi in considerazione in questo studio (T0, W4, W24). 
Nelle 3 tabelle sono riportati i valori delle frazioni ai tre tempi per i 
4 gruppi di pazienti, NR, PR,REL, SR, rispettivamente.  
Nei pazienti NR e PR non si riscontrano variazioni significative, a 
nessun tempo, né della GGT totale né delle frazioni di GGT 
(tabella 4.2 e 4.3). Nei pazienti Rel non si osserva nessun 
cambiamento nell’arco del primo mese di terapia, mentre le 
frazioni b-GGT, m-GGT ed s-GGT risultavano significativamente 
ridotte al termine della terapia (tabella 4.4).  
Anche nei pazienti SR, che rispondono completamente alla 
terapia, non si osservano cambiamenti significativi dopo un mese 
dall’inizio della terapia, mentre sia la GGT totale che le frazioni, in 
particolare s-GGT, risultano significativamente ridotte al termine 
della terapia (tabella 4.5). In questo gruppo di pazienti, sempre al 
termine della terapia, si osserva anche un aumento del rapporto 
b/s che ritorna a valori comparabili con i soggetti normali (cfr. 
tabella 1.2 dell’Introduzione). 
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TABELLA 4.2. Valutazione delle frazioni della GGT nei pazienti NR (n=15) 
prima durante e dopo il trattamento con interferone 
NR T0 W4 W24 
GGT-tot(U/L) 86.57(24.80-177.1) 67.41(26.06-255.2) 69.73(34.84-258.1) 
b-GGT(U/L) 14.10(2.04-31.52) 8.39(2.26-46.12) 12.26(5.02-66.77) 
m-GGT(U/L) 4.86(0.45-19.40) 4.66(0.85-15.18) 5.51(0.78-23.44) 
s-GGT(U/L) 44.57(11.18-122.4) 38.28(10.72-168.4) 39.83(15.58-143.6) 
f-GGT(U/L) 15.79(10.74-24.98) 17.63(11.02-42.17) 17.41(12.32-24.33) 
b/s(U/L) 0.28(0.12-0.86) 0.27(0.09-0.39) 0.29(0.13-0.47) 
I dati sono riportati come mediana (min-max). Analisi statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via per dati appaiati associata al test di Bonferroni per il 
confronto multiplo: non si riscontra nessuna significatività tra le frazioni nei tre 
periodi del trattamento. 
 
 
TABELLA 4.3. Valutazione delle frazioni della GGT nei pazienti PR (n=6) 
prima durante e dopo il trattamento con interferone 
PR T0 W4 W24 
GGT-tot(U/L) 85.22(36.37-213.7) 120.9(42.37-140.4) 119.9(59.63-139.2) 
b-GGT(U/L) 9.78(5.77-31.13) 16.70(7.49-19.11) 18.71(5.86-24.96) 
m-GGT(U/L) 3.46(1.60-22.63) 5.11(1.89-9.94) 7.53(2.41-10.07) 
s-GGT(U/L) 49.06(14.08-134.2) 71.87(16.59-86.33) 67.66(28.04-85.10) 
f-GGT(U/L) 18.19(14.50-24.02) 19.81(15.84-25.74) 16.38(14.83-23.84) 
b/s(U/L) 0.23(0.16-0.41) 0.27(0.20-0.45) 0.30(0.15-0.41) 
I dati sono riportati come mediana (min-max). Analisi statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via per dati appaiati associata al test di Bonferroni per il 
confronto multiplo: non si riscontra nessuna significatività tra le frazioni nei tre 
periodi del trattamento 
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TABELLA 4.4. Valutazione delle frazioni della GGT nei pazienti Rel (n=12) 
prima durante e dopo il trattamento con interferone 
Rel T0 W4 W24 
GGT-tot(U/L) 35.80 (23.93-82.64) 38.72 (26.12-86.87) 27.70(18.35-109.9) 
b-GGT(U/L) 6.49 *(2.82-9.49) 6.55 °(3.05-15.21) 2.93(1.22-10.04) 
m-GGT(U/L) 1.96 °(0.89-5.41) 1.73 °(0.44-6.33) 0.93(0.15-2.78) 
s-GGT(U/L) 17.63 °(9.23-34.91) 18.55 °(6.97-41.86) 9.04(1.98-32.68) 
f-GGT(U/L) 13.72(10.23-22.79) 14.79(11.60-22.73) 13.75(9.17-27.98) 
b/s(U/L) 0.33(0.20-0.68) 0.34 (0.21-0.52) 0.37(0.16-0.82) 
I dati sono riportati come mediana (min-max). Analisi statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via per dati appaiati associata al test di Bonferroni per il 
confronto multiplo: *P<0.05 vs W24, °P<0.01 vs W24 
 
 
 
TABELLA 4.5. Valutazione delle frazioni della GGT nei pazienti SR (n=9)  
prima durante e dopo il trattamento con interferone 
SR T0 W4 W24 
GGT-tot(U/L) 40.73°(22.75-76.69) 37.95°(19.40-112.7) 18.99(10.36-37.42) 
b-GGT(U/L) 5.90 °(3.81-8.24) 5.94 °(2.67-9.59) 2.70(1.10-3.79) 
m-GGT(U/L) 2.75 °(0.89-5.41) 1.81°(0.38-10.56) 0.58(0.15-2.55) 
s-GGT(U/L) 20.89 °(8.79-56.65) 17.88°(4.38-70.49) 4.68(1.98-14.49) 
f-GGT(U/L) 12.59 °(8.88-16.34) 11.91*(11.23-21.25) 10.36(7.07-16.02) 
b/s(U/L) 0.21 °(0.14-0.48) 0.26 °(0.14-0.61) 0.35(0.26-0.66) 
I dati sono riportati come mediana (min-max). Analisi statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via per dati appaiati associata al test di Bonferroni per il 
confronto multiplo: ° P<0.01 vs W24, * P<0.05 vs W24  
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FIGURA 4.2. Andamento dei livelli di GGT-totale nei quattro gruppi: NR, PR, 
REL e SR. I dati sono riportati come mediana e intervallo interquartile. Analisi 
statistica: Anova-1 via associata al test di Bonferroni per il confronto multiplo. 
Le linee rosse indicano i confronti statisticamente significativi, entrambi con 
P<0.01. 
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FIGURA 4.3. Andamento dei livelli delle frazioni b-GGT, m-GGT, s-GGT, e f-
GGT nei quattro gruppi: NR, PR, REL e SR. I dati sono riportati come 
mediana e intervalli interquartili. Analisi statistica: Anova-1 via associata al 
test di Bonferroni per il confronto multiplo. Le linee rosse indicano i confronti 
statisticamente significativi (P<0.01).  
mGGT
0
5
10
15
N
R
PR REL SR
PRIMA
DURANTE
POST
A
tt
iv
it
à
 G
G
T
 (
U
/L
)
bGGT
0
5
10
15
20
25
N
R
PR REL SR
Prima
Durante
Dopo
A
tt
iv
it
à
 G
G
T
 (
U
/L
)
sGGT
0
25
50
75
100
N
R
PR REL SR
Prima
Durante
Dopo
A
tt
iv
it
à
 G
G
T
 (
U
/L
)
fGGT
0
5
10
15
20
25
N
R
PR REL SR
PRIMA
DURANTE
DOPO
A
tt
iv
it
à
 G
G
T
 (
U
/L
)
4. Risultati e discussione 
 
 
63 
 
 
FIGURA 4.4. Andamento dei valori del rapporto b/s nei quattro gruppi: NR, 
PR, REL e SR. I dati sono riportati come mediana e intervalli interquartili. 
Analisi statistica: Anova-1 via associato al test di Bonferroni  per il confronto 
multiplo. Le linee rosse indicano i confronti statisticamente significativi 
(P<0.05).  
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Se si confrontano i valori di GGT totale e delle frazioni tra i quattro 
gruppi prima dell’inizio della terapia (T0, Tabella 4.6) si osserva 
che i gruppi mostrano valori di mediana della GGT totale e delle 
frazioni al di sopra dei valori di riferimento (cfr. tabella 1.2 
dell’Introduzione); in particolare i pazienti NR e PR hanno i valori 
più alti tra tutti. I valori del rapporto b/s, analogamente a quanto 
descritto in una coorte di soggetti con epatite virale cronica HCV 
(Franzini et al.2012), si posizionano invece nella parte bassa 
dell’intervallo di riferimento, tranne che nei pazienti REL. 
Dopo un mese dall’inizio della terapia (W4, Tabella4.7), come già 
descritto, non si osservano cambiamenti nei livelli di GGT-totale e 
delle frazioni in nessun gruppo. 
Infine ventiquattro settimane dopo la fine della terapia (W24, 
Tabella 4.8) solo nei gruppi dove si ha negativizzazione della 
viremia, temporanea (REL) o persistente (SR), si osserva un calo 
della GGT totale e delle frazioni che rientrano nell’intervallo di 
normalità. Inoltre si osserva in tutti gruppi un incremento dei valori 
del rapporto b/s, particolarmente evidente e statisticamente 
significativo nel gruppo SR. 
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I dati raccolti indicano che anche nei pazienti da me esaminati, la 
GGT totale è un predittore negativo dalla risposta all’interferone, 
infatti i pazienti che non risponderanno alla terapia (gruppi NR e 
PR) presentano valori più elevati rispetto ai pazienti che 
risponderanno alla terapia (REL e SR) sia prima che durante che 
al termine della terapia. Tale associazione permane ancora dopo 
un mese di terapia, infatti in nessun gruppo si osservano 
cambiamenti significativi, rispetto al T0, né delle frazioni di GGT 
né del rapporto b/s. Probabilmente le condizioni che favoriscono 
la risposta alla terapia sono determinate dalla condizione basale 
del paziente (ad es. grado di danno epatico, polimorfismi di IL28, 
grado di infiammazione e fibrosi, stato metabolico, etc., cfr. 
Introduzione) e non sono influenzate da un mese di terapia.  
Il gruppo SR, che comprende i soggetti che rispondono 
completamente alla terapia, sono gli unici a presentare un 
significativo calo delle frazioni di GGT e un aumento del rapporto 
b/s, con conseguente normalizzazione. In base agli studi condotti 
su soggetti con steatosi epatica non alcolica, epatite HCV 
(Franzini et al., 2012) o cirrosi (dati non pubblicati) si ipotizza che 
la frazione b-GGT sia un indice di funzionalità metabolica del 
fegato e che s-GGT sia un marcatore di danno epatocellulare, 
quindi il rapporto b/s rappresenterebbe un indice di funzionalità 
epatica. In base a ciò la diminuzione di s-GGT e il conseguente 
aumento del rapporto b/s nei soggetti SR sarebbe associata al 
miglioramento della funzionalità epatica ottenuta in seguito al 
silenziamento della replicazione virale. Anche nei soggetti REL si 
osserva una calo della s-GGT, probabilmente associata alla 
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riduzione del danno epatico nel periodo di negativizzazione della 
viremia. Per verificare questa ipotesi ho analizzato l’associazione 
tra i valori delle frazioni di GGT e i livelli dall’alanina-
aminotransferasi (ALT) che è un riconosciuto marcatore di danno 
epatocellulare (cfr. paragrafo 4.1.5). 
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TABELLA 4.6. Valori basali, prima dell’inizio della terapia, di GGT totale delle 
frazioni della GGT in pazienti non rispondenti (NR), parzialmente rispondenti (PR), 
con negativizzazione temporanea della viremia (REL), con negativizzazione 
permanente della viremia (SR). 
T0 NR (n=15) PR (n=6) REL (n=12) SR (n=9) 
GGT-tot (U/L) 86.57 * 
(24.80-177.1) 
74.61 
(36.37-213.7) 
33.68 
(23.93-82.64) 
40.73 
(22.75-76.69) 
b-GGT (U/L) 14.10 * 
(2.04-31.52) 
9.75 
(4.48-31.13) 
6.05 
(2.82-11.88) 
5.90 
(3.81-8.24) 
m-GGT (U/L) 4.86 
(0.45-19.40) 
3.15 
(1.60-22.63) 
1.33 
(0.61-5.10) 
2.75 
(0.89-5.41) 
s-GGT (U/L) 44.57 * 
(11.18-19.40) 
39.63 
(14.08-134.2) 
13.11 
(7.86-43.96) 
20.89 
(8.79-52.65) 
f-GGT (U/L) 15.79 
(10.74-24.98) 
18.41 ° 
(14.50-24.02) 
12.68 
(10.23-22.79) 
12.59 
(8.88-16.34) 
b/s (U/L) 0.28 
(0.12-0.86) 
0.22 
(0.16-0.41) 
0.34 
(0.20-0.68) 
0.21 
(0.14-0.48) 
I dati sono riportati come mediana (min-max). Analisi statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via e test di Bonferroni per il confronto multiplo: * P<0.05 vs 
REL, °P<0.01 vs SR. 
 
 
 
TABELLA 4.7. Valori di GGT totale delle frazioni della GGT, trascorso un mese 
dall’inizio della terapia, in pazienti non rispondenti (NR), parzialmente rispondenti 
(PR), con negativizzazione temporanea della viremia (REL), con negativizzazione 
permanente della viremia (SR). 
W4 NR PR REL SR 
GGT-tot (U/L) 67.41 
(26.06-255.2) 
120.9 
(42.37-140.4) 
38.72 
(26.12-110.7) 
37.95 
(19.40-112.7) 
b-GGT (U/L) 8.39 
(2.26-46.12) 
16.70 
(7.49-19.11) 
6.62 
(3.20-15.21) 
5.94 
(2.67-9.59) 
m-GGT (U/L) 4.66 
(0.85-15.18) 
5.11 
(1.89-9.94) 
1.71 
(0.59-9.51) 
1.81 
(0.38-10.56) 
s-GGT (U/L) 38.28 
(10.72-168.4) 
71.87 
(16.59-86.33) 
17.29 
(9.41-72.70) 
17.88 
(4.38-70.49) 
f-GGT (U/L) 17.63 
(11.02-42.17) 
19.81 
(15.84-25.74) 
14.59 
(11.60-22.73) 
11.91 
(11.23-21.25) 
b/s (U/L) 0.27 
(0.09-0.39) 
0.27 
(0.20-0.45) 
0.34 
(0.17-0.53) 
0.26 
(0.14-0.61) 
I dati sono riportati come mediana (min-max). Analisi statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via e test di Bonferroni per il confronto multiplo: non c’è 
nessuna significatività tra i quattro gruppi al tempo W4 
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TABELLA 4.8. Valori di GGT totale delle frazioni della GGT, 24 settimane dopo il 
termine della terapia, in pazienti non rispondenti (NR), parzialmente rispondenti 
(PR), con negativizzazione temporanea della viremia (REL), con negativizzazione 
permanente della viremia (SR). 
W24 NR PR REL SR 
GGT-tot (U/L) 69.73 * 
(34.84-258.1) 
93.72 * 
(59.63-139.2) 
28.57 
(18.35-109.9) 
18.99 
(10.36-37.42) 
b-GGT (U/L) 12.26 * 
(5.02-66.77) 
15.06 
(5.86-24.96) 
5.02 
(1.88-14.43) 
2.70 
(1.10-3.79) 
m-GGT (U/L) 5.51 * 
(0.78-23.44) 
5.78 
(2.41-10.07) 
1.33 
(0.48-6.92) 
0.58 
(0.15-2.55) 
s-GGT (U/L) 39.83 ° 
(15.58-143.6) 
52.79 * 
(28.04-85.10) 
10.99 
(6.09-74.22) 
4.68 
(1.98-2.55) 
f-GGT (U/L) 17.41 ° 
(12.32-24.33) 
17.94 ° 
(14.83-23.84) 
13.62 
(9.17-27.98) 
10.36 
(7.07-16.02) 
b/s (U/L) 0.29 * 
(0.13-0.47) 
0.30 
(0.15-0.41) 
0.35 
(0.16-0.82) 
0.55 
(0.26-0.66) 
I dati sono riportati come mediana (min-max). Analisi statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via e test di Bonferroni per il confronto multiplo: *P<0.05 vs 
SR e vs REL, °P<0.01 vs SR. 
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4.1.4 Analisi del Volume di eluizione delle varie frazioni della GGT 
Confrontando i profili di eluizione dell’attività di GGT, si osserva 
che il volume di eluizione delle frazioni b-GGT e f-GGT è 
costante, mentre quello di m, s-GGT sembrerebbe più variabile. 
Per approfondire questo aspetto ho raccolto tutti i valori dei volumi 
di eluizione delle frazioni e confrontato i valori di media e 
deviazione standard. 
Poichè una parte di campioni è stata analizzati con il sistema 
AKTA 1 e la colonna 9E e una parte con il sistema AKTA 2 e la 
colonna  9F, ho analizzato i dati separatamente (Tabelle 4.9, 
4.10). I due sistemi hanno due spire di reazione con un volume 
diverso: sul sistema 1 è montata una spira di 2,4 ml e sul secondo 
di 2.2 ml, quindi i volumi di eluizione del secondo sistema 
precedono quelli del primo di 0.2 ml. Poiché b-GGT eluisce nel 
volume vuoto delle colonne cromatografiche, risente poco della 
differenza tra le colonne, quindi il suo volume di eluizione dipende 
principalmente dalla spira utilizzata, infatti la differenza tra i volumi 
di eluzione medi ottenuti con i due sistemi è di 0.2 ml, che è 
proprio quella attesa in base alla spira di reazione usato. 
Confrontando i cromatogrammi di uno stesso campione corso su 
entrambe le colonne si osserva, però, che le frazioni s-GGT e f-
GGT eluiscono prima dalla colonna 9F rispetto alla 9E (Figura 
4.5). Entrambe le colonne mostrano lo stesso coefficiente di 
risoluzione riferito ai picchi s- e f-GGT, pari a 0.7, perciò la 
differenza nel volume di eluizione tra le due colonne potrebbe 
essere imputata a un diverso volume totale dell’impaccamento 
stesso. 
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Per entrambe le colonne, le frazioni di b- ed f-GGT eluiscono ad 
un volume costante mentre i volumi di eluizione di m- ed s-GGT 
hanno un’ampia deviazione standard (Tabelle 4.9, 4.10). Il 
differente comportamento potrebbe riflettere la variabilità di 
composizione delle frazioni stesse. Studi condotti nel laboratorio 
dove ho svolto la tesi hanno dimostrato che le frazioni b-GGT e f-
GGT hanno composizione omogenea, essendo costituite 
rispettivamente da microvescicole di membrana e dalla proteina 
solubile, infatti il loro volume di eluizione è costante. Per m- e s-
GGT non è stato ancora possibile individuare il trasportatore 
associato alla GGT, studi condotti in vitro su colture cellulari di 
HepG2 (derivanti da un epatocarcinoma umano) e campioni di 
plasma, indicano che la GGT potrebbe essere inserita in micelle 
di acidi biliari. Quindi un diverso numero di molecole di acidi biliari 
o di GGT inserite potrebbe far variare le dimensioni delle micelle 
causando l’elevata variabilità del volume di eluizione di m- ed s-
GGT.  
Per descrivere la variabilità del volume di eluizione di s-GGT, 
invece di utilizzare il volume di eluizione della frazione stessa, ho 
utilizzato la differenza tra i volumi di eluizione delle frazioni f-GGT 
e s-GGT [Vel.(f-s)] per minimizzare la variabilità tra le colonne. Ho 
scelto di utilizzare come riferimento la frazione f-GGT invece di b-
GGT perché f-GGT è sempre rappresentata anche nei soggetti 
sani con bassa attività totale di GGT (Figura 4.6). 
Nei quattro gruppi di soggetti trattati con interferone e ribavirina, 
NR, PR, REL e SR, l’unica differenza significativa si riscontra nel 
gruppo SR con una diminuzione delle dimensioni di s-GGT tra 
l’inizio e la fine del trattamento, infatti il picco eluisce più tardi, 
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diminuendo così la distanza tra s-GGT e f-GGT (tabella 4.11, 
figura 4.7). 
È possibile che anche la variabilità di composizione di s-GGT 
possa essere rappresentativa del danno o del recupero della 
funzionalità epatica. Per verificare ciò ho analizzato l’associazione 
tra il volume di eluizione di s-GGT (espressa come distanza da f-
GGT) e i livelli di ALT (cfr. paragrafo 4.1.5). 
 
TABELLA 4.9. Valutazione dei valori di media e deviazione standard al tempo T0, 
W4 e W24 dei volumi di eluizione delle quattro frazioni usando il sistema AKTA 1 
con la colonna 9E 
 b-GGT m-GGT s-GGT f-GGT 
T0 11.84(0.06) 15.29(0.89) 19.59(0.32) 22.67(0.08) 
W4 11.83(0.05) 15.65(0.53) 19.75(0.30) 22.67(0.09) 
W24 11.84(0.05) 15.48(0.49) 19.59(0.34) 22.66(0.08) 
 I valori riportati sono: media (deviazione standard) 
 
TABELLA 4.10. Valutazione dei valori di media e deviazione standard al tempo T0, 
W4 e W24 dei volumi di eluizione delle quattro frazioni usando il sistema AKTA 2 
con la colonna 9F 
 b-GGT m-GGT s-GGT f-GGT 
T0 11.68(0.05) 15.60(0.61) 19.43(0.31) 22.14(0.07) 
W4 11.68(0.04) 15.50(0.54) 19.42(0.24) 22.19(0.05) 
W24 11.73(0.04) 15.64(0.61) 19.66(0.13) 22.15(0.04) 
I valori riportati sono: media (deviazione standard) 
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FIGURA 4.5. Andamento dei due standard delle due colonne, con una 
correzione della 9F di 0.2 ml  
 
 
 
FIGURA 4.6. Cromatogramma in cui si rappresenta la differerenza del 
volume di eluizione (f-s GGT),si nota che la distanza tra le due diminuisce, 
quindi diminuisce la massa molecolare di s-GGT che eluirà dopo. 
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TABELLA 4.11. Valutazione del volume di eluizione (f-s GGT) nei gruppi NR, PR, 
REL, SR ai tre tempi del trattamento (T0, W4, W24) 
 TO W4 W24 
Vel(f-s) (NR) 3.25(2.85-3.25) 2.90(2.54-3.58) 3.17(2.77-3.56) 
Vel(f-s) (PR) 3.14(2.34-3.43) 3.12(2.39-3.24) 3.07(2.58-3.34) 
Vel(f-s) (REL) 2.77(2.50-3.25) 2.69(2.28-3.16) 2.57(2.19-3.26) 
Vel(f-s) (SR) 2.91(2.37-3.41)* 2.91(2.61-3.23) 2.60(2.27-3.13) 
I dati sono riportati come mediana (min-max). Analisi statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via per dati appaiati associata al test di Bonferroni per il 
confronto multiplo: * P<0.05 vs. W24. 
 
 
 
 
FIGURA 4.7. Volume di eluizione (f-s) GGT nei quattro gruppi: NR, PR, REL 
e SR. Significatività con P<0.05 Pre vs Post, Durante vs Post. 
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4.1.5 Correlazione tra le frazioni di GGT e i livelli di Alanina 
aminotrasferasi (ALT). 
Per verificare l’associazione con il danno epatico, ho confrontato 
l’andamento delle frazioni di GGT e del volume di eluzione di s-
GGT con quello dell’alanina-aminotransferasi (ALT), che è il 
principale indice di danno epatocitario. Quest’ultimo dato non era 
disponibile per tutti i pazienti ai tre tempi considerati, ma solo per: 
10 pazienti su 15 del gruppo NR, 3 su 6 per il gruppo PR,11 su 8 
per il gruppo REL, 9 su 7 per il gruppo SR. In questa parte dello 
studio ho considerato solo i soggetti per i quali erano disponibili 
tutti i dati e per ragione di numerosità del campione ho 
raggruppato i pazienti NR e PR. 
In tutti i 3 gruppi (NR/PR, REL, SR) si osserva una tendenza alla 
diminuzione dei livelli di ALT dopo un mese dall’inizio della 
terapia, anche se nessuno confronto è statisticamente 
significativo. Alla fine del trattamento nei soggetti non rispondenti 
(NR/PR) e nei REL i valori di ALT tendono a ritornare al valore 
iniziale, mentre nei soggetti SR c’è un ulteriore e significativo calo 
corrispondente alla permanente sospensione della replicazione 
virale (tabella 4.12, figura 4.8). 
Successivamente è stata fatta l’analisi di correlazione di 
Spearman tra i valori di ALT e quelli di GGT totale, delle frazioni, 
del rapporto b/s e del volume di eluizione di s-GGT (espresso 
come distanza da f-GGT, Vel.(f-s)), per verificare se questi 
paramentri sono o meno associati al danno epatocellulare.  
Se si considerando tutti i dati raccolti a T0, W4 e W24 insieme, 
tutte le frazioni, in particolare s-GGT, e anche Vel.(f-s) correlano 
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positivamente con ALT. Il rapporto b/s invece correla 
negativamente, quindi all’aumentare di ALT il valore del rapporto 
diminuisce (tabella 4.13). 
Se si considerano invece le correlazioni ai singoli tempi si 
osservano risultati diversi, probabilmente dovuti alla bassa 
numerosità del campione considerato: 
 al tempo T0 si osserva una correlazione significativa solo 
con il rapporto b/s, che mantiene un coefficiente di 
correlazione negativo; 
 al tempo W4 è presente una correlazione significativa tra 
ALT e s-GGT totale e il rapporto b/s;  
 infine al tempo W24 tutte le frazioni e Vel. (f-s) correlano 
positivamente con ALT, mentre si perde la significatività 
della correlazione con il rapporto b/s. 
 
Questi dati indicano, e confermano le osservazioni precedenti, 
che le frazioni di GGT, in particolare s-GGT, sono associate al 
danno epatico, ma il rapporto b/s sembrerebbe essere un indice 
più sensibile, infatti mantiene l’associazione con ALT anche ai 
tempi T0 e W4 ai quali si considero un basso numero di pazienti.  
Questi dati suggeriscono anche che la composizione di s-GGT, 
quindi la sua dimensione, possa essere influenzata dallo stato di 
funzionalità epatica. 
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TABELLA 4.12. Valutazione dell’alanina aminotrasferasi (ALT) nei pazienti NR/PR, 
REL, SR ai tempi T0, W4, W24 
ALT NR/PR REL SR 
Valore di P 
intra-gruppo 
T0 78(46-219) 63(36-234) 98(53-406) n.s 
W4 50(25-223) 39(25-64) 40(19-128) n.s 
W24 65(37-208) 78(34-139) 16(12-41) 
NR vs SR 
P<0.01 
Valore di P 
inter-gruppo 
n.s n.s 
T0 vs W24 
P<0.05 
 
I valori sono riportati come: mediana (min-max). Analisi Statistica su dati ln-
trasformati: ANOVA-1 via per dati appaiati associata al test di Bonferroni per il 
confronto multiplo. 
 
 
 
 
FIGURA 4.8. Valore di ALT nei tre gruppi: NR/PR, REL e SR. Analisi 
statistica su dati ln-trasformati: ANOVA-1 via per dati appaiati associata al 
test di Bonferroni per il confronto multiplo.Significatività con P<0.01 Pre vs 
Post. 
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TABELLA 4.13. Analisi di correlazione di Spearman con i valori di ALT 
considerando tutti i dati o divisi secondo i tre tempi della terapia T0, W4, W24 
 
 GGT-tot b-GGT m-GGT s-GGT f-GGT b/s Vel(f-s) 
Tutti 
(n=84) 
P<0.0001 
R 0.39 
P 0.0006 
R 0.33 
P 0.0003 
R 0.35 
P<0.0001 
R 0.39 
P 0.0042 
R 0.27 
P 0.0009 
R -0.32 
P 0.0016 
R 0.30 
T0 
(n=28) 
n.s n.s n.s n.s n.s 
P 0.038 
R -0.35 
n.s 
W4 
(n=28) 
P 0.009 
R 0.42 
n.s n.s 
P 0.008 
R 0.43 
n.s 
P 0.007 
R -0.43 
n.s 
W24 
(n=28) 
P 0.0003 
R 0.59 
P 0.0007 
R 0.56 
P 0.0022 
R 0.52 
P 0.0010 
R 0.55 
P 0.0001 
R 0.62 
n.s 
P 0.0097 
R 0.45 
P  indica il valore di significatività, R coefficiente di correlazione 
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Se si confrontano in un grafico (x,y) i valori di ALT e GGT totale è 
curioso osservare che i pazienti esaminati si distribuiscono in tre 
gruppi:  
 uno con bassi valori di ALT e alti valori di GGT, costituito 
prevalentemente da pazienti appartenenti al gruppo NR; 
 uno con alti valori di ALT e bassi valori di GGT, che include 
prevalentemente pazienti che rispondono alla terapia  
 infine un gruppo intermedio che comprende tutte e quattro 
le categorie (figura 4.9). 
 
 
 
 
 
FIGURA 4.9. Confronto tra i valori di ALT  e GGT-totale nei quattro gruppi: 
NR,PR, REL e SR 
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4.2 Analisi delle frazioni di GGT in soggetti con: HCV, 
STEATOEPATITE,  ALTERAZIONI DEI DOTTI E MICROCIRCOLO 
Nella seconda parte del mio studio ho preso in considerazione un 
gruppo di pazienti affetti da malattie epatiche in virtù del fatto che 
in tali condizioni morbose la GGT circolante aumenta in modo 
significativo. Anche i campioni di questi pazienti sono stai messi a 
disposizione dalla dott.ssa Brunetto, primario del reparto di 
epatologia dell’Azienda Ospedaliera Pisana. 
Le epatopatie, nei soggetti esaminati (n=36), erano così 
distribuite: 16 con epatite virale HCV, 10 con steatoepatite, 10 con 
alterazioni dei dotti e microcircolo. Tutti i pazienti esaminati 
presentavano un’attività totale di GGT oltre il limite superiore di 
riferimento [mediana (min-max): 169.7(73.94-255.7), 96.63(19.63-
535.1), 157.4(55.78-283.4)] (Tabella 4.14). Con l’analisi 
cromatografica delle frazioni di GGT ho osservato che nei pazienti 
con malattie epatiche sono presenti gli stessi quattro picchi di 
attività già descritti nei soggetti sani. In questi soggetti tutte le 
frazioni risultano significativamente più elevate rispetto ai soggetti 
sani, ma in modo particolare le frazioni b-GGT, m-GGT ed s-GGT; 
la frazione f-GGT presenta un lieve incremento. Mediante lo studio 
delle frazione è stato possibile notare che i tre gruppi hanno valori 
simili di GGT, ma si possono distinguere in base al rapporto tra le 
frazione b-GGT e s-GGT (b/s), parametro che descrive la diversa 
distribuzione di attività tra le frazioni. 
Il rapporto nel gruppo HCV è il più basso in quanto aumenta 
prevalentemente s-GGT (associata al danno cellulare), mentre il 
rapporto aumenta nel gruppo steatoepatite per il prevalente 
aumento di b-GGT rispetto a s-GGT. Il gruppo con alterazioni dei 
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dotti e microcircolo ha un rapporto intermedio vicino alla mediana 
dei soggetti di controllo, (Tabella 1.1) dell’introduzione della tesi. 
In quest'ultimo gruppo si osserva che la frazione f-GGT subisce 
una variazione inferiore rispetto agli altri due gruppi, infatti il valore 
mediano rimane all'interno dei valori normali dei nostri controlli. 
Il confronto dei volumi di eluizione dei picchi corrispondenti alle 
frazioni di GGT suggerisce che la composizione di s-GGT abbia 
un’elevata variabilità inter-individuale, come già descritto 
precedentemente. In particolare i pazienti HCV e con alterazioni 
dei dotti/microcircolo presentano più frequentemente una frazione 
s-GGT più grande che eluisce in prossimità di m-GGT, perciò 
otteniamo più frequentemente profili di eluizione nei quali i picchi 
di m-GGT e s-GGT si fondono (Figure 4.10, 4.12). Nei pazienti 
con Steatoepatite, invece, si osserva più frequentemente una 
frazione s-GGT che eluisce in prossimità di f-GGT, quindi con 
massa molecolare più piccola (Figura 4.19). 
Mediante l’analisi statistica si è potuto vedere che i soggetti affetti 
da HCV e Steatoepatite hanno una GGT totale più alta rispetto lo 
studio pubblicato (Franzini et al. 2012, cfr. Tabella 1.2) e che 
nell’HCV il rapporto b/s è minore dei soggetti di controllo, mentre 
nel gruppo Steatoepatite il rapporto b/s è maggiore dei soggetti di 
controllo. I pazienti in cui si osserva un’Alterazione dei Dotti e 
Microcircolo, sono il primo gruppo patologico dove non si 
osservano cambiamenti nell’attività di f-GGT.  
I dati ottenuti da questi pazienti suggeriscono che epatopatie di 
diversa origine, non solo alterano la quantità di frazioni rilasciate, 
ma influenzano la composizione della frazione s-GGT. Perciò 
negli studi futuri potrebbe essere utile introdurre come variabile il 
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volume di eluizione di s-GGT perché questo parametro potrebbe 
contribuire alla classificazione del grado di danno o funzionalità 
epatica. Un limite allo studio di questo paramentro è la mancanza 
di un valore normale, infatti i valori normali delle frazioni di GGT 
sono stati ottenuti con una colonna che ha un coefficiente di 
risoluzione per i picchi s- e f-GGT diverso da quello delle colonne 
con le quali è stato realizzato il presente studio. Infatti, il principale 
punto debole all’uso del volume di eluizione è la sua stretta 
dipendenza dalla resina cromatografica in uso. 
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Tabella 4.14. caratteristiche dei pazienti  e valutazione delle frazioni di GGT 
nei pazienti affetti da: HCV, STEATOEPATITE E ALTERAZIONI E DOTTI 
DEI MICROCIRCOLO 
GRUPPI HCV STEATOEPATITI 
ALTERAZIONI DOTTI E 
MICROCIRCOLO 
N (M/F) 16 (12/4) 10 (9/1) 10 (2/8) 
ALT (U/L) 73.5(40.0-263.0) 59.0(19.0-115.0) 54.5(13.0-172.0) 
AST (U/L) 53.5(27.0-125.0) 29.5(21.0-57.0) 33.0(17.0-88.0) 
ALP (U/L) 181.5(43-0-343.0) 86.0(42.0-234.0) 133.5(87.0-327.0) 
Profilo normale 4 9 6 
Profilo (m+s) 12 (75%) 1 4 (40%) 
GGT-tot(U/L) 169.7(73.94-255.7) 96.63(19.63-535.1) 157.4(55.78-283.4) 
b-GGT (U/L) 22.53(10.13-45.24) 22.74(3.78-142.0) 28.83(10.91-102.9) 
m-GGT(U/L) 9.54(4.72-24.01) 3.29(0.31-26.34) 8.91(1.89-14.03) 
s-GGT (U/L) 114.1(37.29-197.4) 46.92(2.39-319.1) 94.41(31.52-152.7) 
f-GGT (U/L) 19.02(15.89-30.60) 18.74(10.54-32.85) 12.96(8.99-21.43) 
b/s 0.20(0.07-0.50) 0.52(0.33-1.58) 0.33(0.07-0.71) 
Vel(f-s) (ml) 2.97(2.09-3.51) 1.95(1.82-263) 2.76(2.04-3.10) 
Note: i dati di attività di GGT e del volume di eluizione sono riportati come mediane (min-max) 
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 b-GGT m-GGT s-GGT f-GGT GGT-tot b/s 
13 PEMA 24.89 21.64 156.21 30.60 234.14 0.16 
 
  
Figura 4.10  HCV                                                                                                            
Questo cromatogramma presenta i picchi di m-GGT ed s-GGT che si 
fondono, ed è tipico di pazienti affetti da HCV. 
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 b-GGT m-GGT s-GGT f-GGT GGT-tot b/s 
41STRB 5.95 0.74 8.94 18.09 34.01 0.67 
  
Figura 4.11 STEATOEPATITI                                                                             
In questo cromatogramma il rapporto b/s aumenta, per un aumento di b-GGT 
rispetto ad s-GGT. Questo profilo lo si può riscontrare in pazienti con 
steatoepatiti. 
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 b-GGT m-GGT s-GGT f-GGT GGT-TOT b/s 
11MAMA 37.22 14.03 102.97 13.12 169.06 0.36 
 
Figura 4.12 ALTERAZIONI DOTTI E MICROCIRCOLO 
Anche in questo cromatogramma è presente una fusione tra il picco m-GGT 
ed s-GGT 
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Qui di seguito sono riportati graficamente le attività delle frazioni di 
GGT in pazienti  affetti con epatite virale, steatoepatiti e 
alterazioni dei dotti e microcircolo. 
 
 
 
 
FIG.4.13. Attività di b-GGT nei pazienti affetti con: epatite virale HCV (HCV, 
n=16), Steatoepatite (SE, n=10), Danno dei dotti e del microcircolo (DM, 
n=10). Analisi ANOVA di Kruskal Wallis associata al test di Dunn per il 
confronto multiplo: HCV vs. SE: non significativo (n.s.) HCV vs. DM: n.s ; SE 
vs. DM: n.s 
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FIG.4.14. Attività di m-GGT nei pazienti affetti con: epatite virale HCV (HCV, 
n=16), Steatoepatite (SE, n=10), Danno dei dotti e del microcircolo (DM, 
n=10) Analisi della varianza con post test di Dunn per il confronto multiplo: 
HCV vs. SE: P<0.05 
 
 
 
FIG.4.15. Attività di s-GGT nei pazienti affetti con: epatite virale HCV (HCV, 
n=16), Steatoepatite (SE, n=10), Danno dei dotti e del microcircolo (DM, 
n=10) Analisi della varianza con  post test di Dunn per il confronto multiplo: 
HCV vs. SE: P<0.05 
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FIG.4.16. Attività di f-GGT nei pazienti affetti con: epatite virale HCV (HCV, 
n=16), Steatoepatite (SE, n=10), Danno dei dotti e del microcircolo (DM, 
n=10) Analisi della varianza con post test di Dunn per il confronto multiplo: 
HCV vs. DM: P<0.05 
 
 
FIG.4.17. Attività di GGT-TOT  nei pazienti affetti con: epatite virale HCV 
(HCV, n=16), Steatoepatite (SE, n=10), Danno dei dotti e del microcircolo 
(DM, n=10) Analisi della varianza + post test di Dunn per il confronto multiplo: 
HCV vs. SE: n.s; HCV vs. DM: n.s; SE vs. DM: n.s.                          
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FIG.4.18. Rapporto di b/s  nei pazienti affetti con: epatite virale HCV (HCV, 
n=16), Steatoepatite (SE, n=10), Danno dei dotti e del microcircolo (DM, 
n=10) Analisi della varianza con  post test di Dunn per il confronto multiplo: 
HCV vs. SE: P<0.001 
 
 
 
FIG.4.19. Vel (f-s)  nei pazienti affetti con: epatite virale HCV (HCV, n=16), 
Steatoepatite (SE, n=10), Danno dei dotti e del microcircolo (DM, n=10) 
Analisi della varianza con post test di Dunn per il confronto multiplo: HCV vs. 
SE: P<0.001 
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CAPITOLO 5: CONCLUSIONI 
I dati raccolti in questo studio indicano che: 
 Elevati valori di GGT totale, indipendentemente dai livelli di 
transaminasi ALT, sono un importante predittore di risposta 
alla terapia con interferone e ribavirina in pazienti con 
epatite virale HCV; 
 Solo nei pazienti che risponderanno alla terapia si osserva 
una diminuzione dei livelli delle frazioni di GGT e un 
aumento del rapporto tra le frazioni b- e s-GGT; quest’ultimo 
sembrerebbe essere un indice più sensibile di ALT per 
valutare l’andamento del danno epatico nei pazienti HCV 
durante la terapia; 
 Diverse alterazioni del parenchima epatico si riflettono sia 
sulla quantità relativa di frazioni di GGT rilasciate che sulla 
composizione molecolare: in presenza di statoepatite la 
frazione b-GGT aumenta più di s-GGT, viceversa 
nell’epatite cronica che è caratterizzata anche dal rilascio di 
un complesso s-GGT con massa molecolare maggiore 
rispetto a quanto osservato nella steatoepatite: perciò la 
valutazione combinata del rapporto b/s e dalla massa 
molecolare di s-GGT potrebbe permettere, tra i pazienti con 
elevazione della GGT totale, l’individuazione di quelli con 
steatoepatite. 
Nel complesso i dati raccolti indicano che le caratteristiche 
quantitative e qualitative delle frazioni di GGT siano un indice 
descrittivo della funzione epatica e delle alterazioni 
dell’architettura del parenchima epatico. 
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Studi futuri saranno volti a: 
 Espandere le casistiche 
 In questo studio non è stato possibile valutare se le frazioni 
di GGT possano rappresentare un indice precoce di risposta 
perché non abbiamo ancora a disposizione i dati clinici 
completi (andamento della viremia, analisi di laboratorio) per 
poter valutare in modo più completo la risposta alla terapia; 
inoltre diversi Autori stanno proponendo degli algoritmi per 
predire la risposta alla terapia basati sulla GGT e su altre 
variabili (età, glicemia, colesterolemia), perciò sarà 
interessante sostituire la GGT totale con le frazioni o il 
rapporto b/s; 
 Caratterizzare il volume di eluizione di s-GGT in soggetti 
normali e individuare uno standard interno che permetta di 
normalizzare i volumi di eluizione rispetto alla colonna 
utilizzata. 
 L’interessamento dei dotti e del microcircolo induce 
un’alterazione delle frazioni di GGT simile a quella 
conseguente al danno epatocellulare presente nei pazienti 
HCV; in questi pazienti la diagnosi è effettuata solo sulla 
base della biopsia epatica, l’analisi della distribuzione delle 
frazioni di GGT potrebbe essere di aiuto per selezionare i 
pazienti. 
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